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Περίληψη 
 
Το φουζικλάδιο είναι μια από τις σημαντικότερες ασθένειες των μηλοειδών τόσο 
στην Ελλάδα όσο και παγκοσμίως. Η ασθένεια είναι γνωστή και με το όνομα εσχάρωση  
και οφείλεται στο μύκητα Venturia inaequalis. Η αλόγιστη χρήση φυτοπροστατευτικών 
προϊόντων για την καταπολέμηση της ασθένειας οδήγησε στην ανάπτυξη 
ανθεκτικότητας σε διάφορες ομάδες μυκητοκτόνων.  
Στην παρούσα μελέτη έγιναν συνολικά 73 απομονώσεις του μύκητα από 6 
μηλεώνες περιοχών της Μαγνησίας και της Καστοριάς και μελετήθηκε η ευαισθησία 
του μύκητα Venturia inaequalis στις δραστικές ουσίες dodine, kresoxim-methyl, 
cyproconazole, cyprodinil, boscalid, οι οποίες ανήκουν σε 5 διαφορετικές χημικές 
ομάδες. Χρησιμοποιήθηκαν 5 συγκεντρώσεις (0,001/0,01/0,1/1/10 mg L-1). Η 
ευαισθησία του μύκητα εξετάστηκε για 31 απομονώσεις και έγινε με βάση την 
ανάπτυξη του μυκηλίου, την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα και τη βλάστηση των 
σπορίων σε πλάκα μικροτιτλοδότησης. Οι δοκιμές πραγματοποιήθηκαν σε θρεπτικό 
υπόστρωμα PGB. Για την αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας των μυκητοκτόνων για 
το μύκητα υπολογίστηκε η τιμή EC50 και ο συντελεστής ανθεκτικότητας RF. Με βάση 
τις τιμές RF, έγινε η κατάταξη των απομονώσεων σε ευαίσθητες, μετρίως ανθεκτικές  
και ανθεκτικές. Τα αποτελέσματα και από τις τρεις δοκιμές ευαισθησίας έδειξαν την 
εμφάνιση διαφορετικών κάθε φορά ανθεκτικών στελεχών με υψηλές τιμές  EC50 και 
RF, ενώ παρατηρήθηκε μόνο μία απομόνωση (Β12) να εμφανίζει ταυτόχρονα 
ανθεκτικότητα σε όλα τα μυκητοκτόνα και στις τρεις δοκιμές. Συμπερασματικά από τα 
αποτελέσματα της εργασίας προέκυψε ότι οι δραστικές ουσίες dodine και 
cyproconazole εμφανίζουν μέτρια δραστικότητα για τον μύκητα Venturia inaequalis, 
ενώ οι δραστικές ουσίες cyprodinil και boscalid παρουσίασαν καλύτερη αντιμετώπιση 
του μύκητα με το boscalid να είναι το περισσότερο αποτελεσματικό. Αυτό που 
εμφάνισε αρκετά χαμηλή δράση κατά του μύκητα και στις τρεις δοκιμές, για την 
ανάπτυξη του μυκηλίου, την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα και τη βλάστηση των 
σπορίων, ήταν το kresoxim-methyl, στο οποίο βρεθήκαν ανθεκτικά στελέχη με αρκετά 
υψηλές τιμές EC50 και υψηλό συντελεστή ανθεκτικότητας RF που να ξεπερνά το 1000. 
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Ακόμη, πραγματοποιήθηκε ταυτοποίηση του μύκητα από 20 τυχαίες 
απομονώσεις, στις οποίες εξετάστηκαν τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των σπορίων. 
Επίσης, με τη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης, μελετήθηκε η 
γενετική βάση της εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών στις στρομπιλουρίνες, όπου 
διερευνήθηκε το γενετικό υπόβαθρο του μύκητα Venturia inaequalis. Ο έλεγχος έγινε 
για την απομόνωση Β12 με τη χρήση δύο ζευγών εκκινητών για την ανίχνευση 
μεταλλάξεων σε συγκεκριμένες θέσεις κωδικονίων του κυτοχρώματος b. Το προϊόν της 
PCR έδειξε ότι η ανθεκτικότητα της απομόνωσης Β12 δεν οφείλεται σε μετάλλαξη στις 
συγκεκριμένες θέσεις.  
Τέλος, η μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας απομονώσεων του Venturia 
inaequalis έγινε για 18 απομονώσεις (τρεις από κάθε μηλεώνα) και χρησιμοποιήθηκαν 
6 εκκινητές RAPDs για την ανίχνευση διαφορετικών φαινοτύπων. Τα αποτελέσματα, με 
κάθε εκκινητή ξεχωριστά, έδειξαν την ύπαρξη πολλών διαφορετικών φαινοτύπων 
μεταξύ των απομονώσεων σε όλους του εκκινητές. Μόνο με τον εκκινητή F01 
παρατηρήθηκε ξεκάθαρη ομοιομορφία μεταξύ των απομονώσεων των περιοχών της 
Καστοριάς. Ίδιο φαινότυπο με αυτές τις απομονώσεις από τις περιοχές της Καστοριάς, 
φάνηκε να έχουν και δύο απομονώσεις από περιοχή της Μαγνησίας, οι οποίες 
προέρχονταν από τον ίδιο μηλεώνα και οι δύο. 
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Summary 
 
Apple scab is one of the most serious diseases of the apple trees, not only in 
Greece but also worldwide. This disease is caused by the fungus Venturia inaequalis. 
The excessive use of fungicides against this disease has led to the development of 
resistance to certain groups of fungicides. 
In this study, 73 isolations of fungus from 6 apple orchards located in Magnesia 
and Kastoria, have been isolated and the sensitivity of the fungus Venturia inaequalis to 
the active ingredients dodine, kresoxim-methyl, cyproconazole, cyprodinil, boscalid, 
which belong to five different chemical groups, has also been studied. For the 
experiments 5 concentrations (0,001/0,01/0,1/1/10 mg L 
-1
) have been used. The 
sensitivity of the fungus was tested for 31 isolations and it was done based on the 
growth of the mycelium, on the extension of the germ tube and on the spore 
germination on a microtiter plate. The tests were conducted on medium PGB. For the 
evaluation of the effectiveness of the fungicides on the fungus, the rate of the EC50  
(Effective Concentration) was calculated as well as the Resistance Factor (RF). 
According to the RF figures, the isolations were categorized in sensitive, medium 
resistant, and resistant. The results of the three sensitivity tests showed the appearance 
of different resistant strains each time with high rates of EC50 and RF, while it was 
observed that one isolation (B12) showed resistance simultaneously to all fungicides in 
all three tests. In conclusion, the active ingredients dodine and cyproconazole, showed 
average potency for the fungus Venturia inaequalis, whereas the active ingredients 
cyprodinil and boscalid had a better reaction to the fungus with the latter proving to be 
more effective. On the other hand, the fungicide which showed considerably low 
effectiveness against the fungus in all three tests, for the growth of the mycelium, the 
extension of the germ tube and the spore germination, was the kresoxim-methyl which 
showed resistant strains with high rates of EC50  and high RF rates exceeding 1000. 
In addition, the identification of the fungus was achieved from 20 random 
isolations in which the morphological features of the spores were examined.  
Furthermore, with the use of the polymerase chain reaction (PCR), the genetic 
base of the appearance of resistant strain in strobilurin was studied and the genetic 
substrate of the fungus Venturia inaequalis was also closely examined. The examination 
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occurred for the isolation of B12 with the use of two pairs of primers for the detection 
of mutations in specific codon positions of the cytochrome b. The result of PCR showed 
that the resistance of the isolation of B12 is not due to a mutation in these particular 
positions. 
Finally, the study of the genetic diversity of isolations of Venturia inaequalis 
happened for 18 isolations (three from each apple orchard) and 6 RAPDs primers were 
used for the detection of different phenotypes. The results with each primer separately, 
showed the existence of many different phenotypes among the isolations in all primers. 
Only with the primer F01 there was a clear uniformity among the isolations in the areas 
of Kastoria. The same phenotype as those isolations from Kastoria, appeared in two 
other isolations in the area of Magnesia, which both came from the same apple orchard. 
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Εγώ η Ελένη Μωραΐτου – Δαπόντα, είμαι η συγγραφέας αυτής της Μ.Δ.Ε. Αυτή η 
Μ.Δ.Ε. αντικατοπτρίζει την έρευνα που έγινε από εμένα και δεν έχει υποβληθεί (εξ 
ολοκλήρου ή μέρος της) σαν προπτυχιακή διατριβή ή Μ.Δ.Ε. ή ως μέρος Διδακτορικής 
Διατριβής σε αυτό ή άλλο Προπτυχιακό ή Μεταπτυχιακό Πρόγραμμα Σπουδών 
Ιδρυμάτων Τριτοβάθμιας Εκπαίδευσης του εσωτερικού ή εξωτερικού. Όποια 
συνεργασία καθώς και το μέγεθος αυτής δηλώνονται επακριβώς στο αντίστοιχο πεδίο 
αυτής της διατριβής. Επίσης έχω διαβάσει όλες τις βιβλιογραφικές αναφορές που 
παρατίθενται στο τέλος.  
 
Ελένη Μωραΐτου – Δαπόντα 
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Ως επιβλέπων της έρευνας που περιγράφεται σε αυτή τη διατριβή, δηλώνω ότι όλοι οι 
όροι του Εσωτερικού Κανονισμού του Μεταπτυχιακού Προγράμματος σπουδών του 
Τμήματος Γεωπονίας Φυτικής Παραγωγής και Αγροτικού Περιβάλλοντος έχουν 
τηρηθεί από την κα Ελένη Μωραΐτου – Δαπόντα. 
 
 
Ευάγγελος Βέλλιος 
Επίκουρος Καθηγητής 
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Κεφάλαιο 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1.  Εισαγωγή 
Το φουζικλάδιο είναι μια από τις κυριότερες μυκητολογικές ασθένειες των 
μηλοειδών, καθώς και μία από τις πιο δύσκολες ασθένειες όσον αφορά τον έλεγχο της 
(Williams et al., 1969; Bowen et al., 2011). Το φουζικλάδιο αποτελεί σοβαρή ασθένεια 
τόσο στην Ελλάδα όσο και σε όλα τα μηλοπαραγωγικά μέρη του κόσμου και 
χαρακτηρίζεται από υψηλή δυνατότητα εξάπλωσης. Άλλες ονομασίες της ασθένειας 
είναι βούλα ή μουτζούρα ή εσχάρωση (scab) (Παναγόπουλος, 2007). Σε επίπεδο 
οικονομικού κόστους αντιμετώπισής της, είναι η ασθένεια των μηλοειδών με την 
μεγαλύτερη σημαντικότητα παγκοσμίως (Carisse & Bernier, 2002; Fitzgeralda et al., 
2004). Η καταπολέμηση της ασθένειας  αποτελεί αναπόδραστη ανάγκη, καθώς οι 
προσβολές στα φύλλα και στους καρπούς μπορούν να φέρουν σημαντική μείωση στην 
παραγωγή και την ποιότητα του παραγόμενου προϊόντος (Bénaouf & Parisi, 2000). 
Αξίζει να σημειωθεί ότι η απώλεια στην παραγωγή και οι φθορές είναι ακόμη 
μεγαλύτερες στις περιοχές όπου επικρατεί υγρός και ψυχρός καιρός κατά τη περίοδο 
της άνοιξης, ενώ να μην είναι τόσο σημαντικές σε περιοχές με θερμά και ξηρά κλίματα 
(MacHardy, 1996; Manktelow et al., 1996; Vaillancourt & Hartman, 2000). Οι συνήθεις 
ξενιστές του φουζικλαδίου είναι η μηλιά, η απιδιά και η μουσμουλιά (Jones & 
Aldwinckle 1990). 
Στη δραστική αντιμετώπιση της ασθένειας σημαντικό ρόλο διαδραματίζουν τα 
επιλεγόμενα καλλιεργητικά μέτρα, η λελογισμένη χρήση μυκητοκτόνων, καθώς και η 
επιλογή της σωστής χρονικής στιγμής εφαρμογής τους (Beresford & Manktelow, 1994). 
Η ανάπτυξη ανθεκτικών ποικιλιών έχει ελαχιστοποιηθεί λόγω των ποιοτικά 
υποβαθμισμένων καρπών που παράγει. Παρ’ όλα αυτά  μελλοντικά θα αποτελέσουν 
βασικό παράγοντα περιορισμού της ασθένειας, ιδιαίτερα στη βιολογική παραγωγή 
φρούτων (Bowen et al., 2011).  
Η ασθένεια προκαλείται από τον Ασκομύκητα Venturia inaequalis (Chevalier et 
al., 1991). Ο μύκητας Venturia inaequalis ερευνάται πάνω από 100 χρόνια, με 
αποτέλεσμα να έχει μελετηθεί ενδελεχώς σε διάφορα επίπεδα, όπως η βασική βιολογία 
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του, η γενετική του μύκητα, η επιδημιολογία και ο έλεγχος της ασθένειας (MacHardy, 
1996). 
 
1.2. Το φουζικλάδιο της μηλιάς 
 
1.2.1. Συμπτωματολογία 
Τα συμπτώματα του φουζικλαδίου εμφανίζονται σε όλα τα εναέρια τμήματα της 
μηλιάς, όπως στα φύλλα, στα άνθη, στους καρπούς, στους μίσχους, ακόμα και στους 
νεοεκπτυσσόμενους βλαστούς και κλαδίσκους. Ωστόσο, περισσότερο σοβαρά 
εμφανίζονται τα συμπτώματα στα φύλλα και στους καρπούς (Vaillancourt & Hartman, 
2000).  
Τα πρώτα συμπτώματα της ασθένειας εμφανίζονται την Άνοιξη και μπορούν να 
παρατηρηθούν και στις δύο επιφάνειες των φύλλων. Συνήθως η εμφάνιση των 
συμπτωμάτων ξεκινά από την πάνω επιφάνεια του εκπτυσσόμενου φύλλου. Μικρότερη 
αντοχή παρατηρείται στα νεοεκπτυσσόμενα φύλλα, τα οποία σε περιπτώσεις 
σημαντικών προσβολών καρουλιάζουν, παραμορφώνονται με συνέπεια να πέφτουν 
πρόωρα, σε αντίθεση με τα μεγαλύτερα φύλλα, τα οποία είναι πιο ανθεκτικά στη 
μόλυνση (Vaillancourt & Hartman, 2000; Jha et al., 2009). Το βασικό σύμπτωμα 
διάγνωσης της ασθένειας είναι η εμφάνιση κηλίδων κυκλικών ή ακανόνιστου σχήματος 
στα φύλλα και στους καρπούς, οι οποίες αρχικά έχουν ελαιώδες χρώμα και ύστερα 
σκουραίνουν, αποκτώντας μαύρο χρώμα. Στις επιφάνειες των κηλίδων αυτών, 
αναπτύσσεται καπνώδες επίχρισμα (βελούδινη υφή), στη συνέχεια όμως, οι κηλίδες δεν 
παραμένουν βελούδινες και μετατρέπονται σε ξηρές φελλώδεις περιοχές ελαφρά 
υπερυψωμένες και με εσχαρώσεις (Εικ. 1, 2) (Παναγόπουλος, 2007; Jha et al., 2009). 
Αναλογικά με την ένταση της προσβολής σε κάθε φύλλο εμφανίζονται πολυάριθμες ή 
λίγες κηλίδες που παραμένουν χωρισμένες ή ενώνονται, ενώ το μέγεθος τους ξεπερνάει 
πολλές φορές σε διάμετρο το 1 cm. Η προσβολή των φύλλων έχει αρνητικό αντίκτυπο 
στην ανάπτυξη των καρπών εξαιτίας της μειωμένης φωτοσυνθετικής επιφάνειας, καθώς 
επηρεάζεται και η ωρίμανση του ξύλου και η ανάπτυξη των επόμενων ανθικών 
καταβολών (Vaillancourt & Hartman, 2000; Παναγόπουλος, 2007; Jha et al., 2009). Ο 
κίνδυνος προσβολής των καρπών ελλοχεύει καθ’ όλα τα στάδια ανάπτυξής τους, ακόμα 
και κατά τη διάρκεια της συγκομιδής και της αποθήκευσής τους. Τα συμπτώματα στους 
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καρπούς ξεκινάνε με την εμφάνιση υδαρών περιοχών στην επιφάνεια τους που στη 
συνέχεια εξελίσσονται σε ελαιώδεις-καστανές βελούδινες κηλίδες. Μολύνσεις στα 
αρχικά στάδια ανάπτυξης των καρπών θα οδηγήσει αργότερα σε παραμόρφωσή τους, 
σε σχίσιμο, ακόμα μπορεί να παρατηρηθεί και πτώση (Vaillancourt & Hartman, 2000; 
Παναγόπουλος, 2007). Μολύνσεις στον ποδίσκο του καρπού μπορεί να οδηγήσει 
επίσης σε πτώση του καρπού, με αποτέλεσμα την χαμηλότερη παραγωγή καρπών. Η 
βελούδινη υφή στις κηλίδες οφείλεται στην ανάπτυξη βραχέων και πυκνών 
κονιδιοφόρων, καθώς και πολυάριθμων κονιδίων του μύκητα που εμφανίζονται στην 
επιφάνεια μόλις διαρρηχτεί η εφυμενίδα (Παναγόπουλος, 2007). Η μόλυνση που 
προκαλεί σημαντική αποφύλλωση του δέντρου για 2-3 συνεχόμενα χρόνια μπορεί να 
οδηγήσει σε εξασθένισή του με αποτέλεσμα να γίνεται ιδιαίτερα επιρρεπή σε παγετούς 
και σε προσβολές από εχθρούς και ασθένειες. Η συμπτωματολογία στα άνθη είναι η 
ίδια, όπως στα φύλλα και τους καρπούς, με την εμφάνιση μικρών κηλίδων, σκούρου 
πράσινου χρώματος, στη βάση των ανθέων, στα σέπαλα, ενώ στον ποδίσκο η μόλυνση 
μπορεί να πραγματοποιηθεί τόσο πριν όσο και κατά τη διάρκεια της άνθησης 
(Vaillancourt & Hartman, 2000). 
 
1.2.2. Παθογόνο αίτιο – Βιολογικός κύκλος 
Το παθογόνο αίτιο της ασθένειας είναι ο Ασκομύκητας Venturia inaequalis 
(Cooke) Winter (τάξη: Pleosporales, οικογένεια: Venturiaceae), ο οποίος αναπτύσσεται 
κάτω από την επιδερμίδα των νεαρών φύλλων και καρπών σε όλα τα στάδια ανάπτυξής 
τους (Chevalier et al., 1991). Η ατελής μορφή του μύκητα ονομάζεται Fusicladium 
dendriticum συν. Spilocea pomi Fr. (Bowen et al., 2011). Έχει προταθεί από τον 
Schubert et al., (2003) κατόπιν έρευνας του ότι η ατελής μορφή του μύκητα θα ήταν 
ορθότερο να μετονομαστεί σε Fusicladium pomi (Fr.) Lind, αντικαθιστώντας την 
προηγούμενη ονομασία Spilocaea pomi (Fr.). Βέβαια, αυτή η πρόταση δεν έχει γίνει 
αποδεκτή διεθνώς και η παλιά ονομασία του S. pomi συνεχίζει να χρησιμοποιείται 
ακόμα (Attrassi et al., 2007;  Bini et al., 2008;  Jha et al., 2009). Στη διάρκεια της 
παρασιτικής φάσης, το μυκήλιο του μύκητα αναπτυσσόμενο κάτω από την εφυμενίδα 
και την επιδερμίδα (εφυμενίδωση) αναπτύσσει κοντούς, όρθιους, κυλινδρικούς 
κονιδιοφόρους καστανού χρώματος. Στην κορυφή των κονιδιοφόρων δημιουργούνται 
διαδοχικά μονοκύτταρα, σπανιότερα και δικύτταρα, καστανά κονίδια σχήματος φιάλης 
(Ogawa & English, 1991; Παναγόπουλος, 2007). Το καπνώδες επίχρισμα που 
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παρατηρείται στις κηλίδες οφείλεται στα κονίδια αυτά που βγαίνουν προς τα έξω 
(Ogawa & English, 1991).  
Τα κονίδια του μύκητα έχουν μήκος 12-25 μm, ενώ το πλάτος τους κυμαίνεται 
μεταξύ 6-10 μm. Το μήκος των κονιδιοφόρων είναι 10-58 μm, ενώ το πλάτος τους 
κυμαίνεται μεταξύ 5-6 μm. Υπάρχουν περιπτώσεις που η βάση των κονιδιοφόρων μετά 
από εξόγκωση της δύναται να φτάσει μέχρι και 10 μm  (Ellis, 1971; Ogawa & English, 
1991; Hashemi et al., 2014). Παρατηρούνται επικαθήμενα «περιλαίμια» στο άκρο των 
κονιδιοφόρων εξαιτίας του επαναλαμβανόμενου σχηματισμού νέων κονιδίων μετά την 
απομάκρυνση των προηγούμενων (Ogawa & English, 1991; Παναγόπουλος, 2007). 
Ένα ακόμα χαρακτηριστικό του μύκητα είναι το γεγονός ότι είναι ετερόθαλλος με 
διπολικό ετεροθαλλισμό (Keitt & Palmiter, 1938; Παναγόπουλος, 2007). Λόγο αυτού 
του χαρακτηριστικού είναι αναγκαίο να υπάρχουν και οι δύο συζευκτικοί τύποι στο ίδιο 
φύλλο ώστε να σχηματιστεί η τέλεια μορφή του μύκητα (σχηματισμός περιθηκίων) 
(Vaillancourt & Hartman, 2000). Πιο συγκεκριμένα, στις αρχές της άνοιξης, στα 
μολυσμένα φύλλα που έχουν πέσει στο έδαφος από την προηγούμενη περίοδο, το 
μυκήλιο εισχωρεί σε μεγαλύτερο βάθος εντός του παρεγχύματος. Ακολουθεί 
σαπροφυτική ανάπτυξη και μετά από γονιμοποίηση των ασκογονίων από τα ανθιρίδια, 
γίνεται ο σχηματισμός των περιθηκίων του μύκητα. Το σχήμα των περιθηκίων είναι 
απιοειδές, καστανόμαυρου χρώματος και η διάμετρος τους βρίσκεται μεταξύ 90 και 160 
μm. Στο εσωτερικό κάθε περιθηκίου σχηματίζονται από 50 έως 100 ασκοί, ενώ στο 
εσωτερικό κάθε ασκού υπάρχουν 8 ασκοσπόρια σε γραμμική διάταξη. Τα ασκοσπόρια 
είναι δικύτταρα, με μήκος 11-15 μm και πλάτος 4-8 μm. Αρχικά τα ασκοσπόρια είναι 
υαλώδη και με την ωρίμανσή τους αποκτούν ελαιώδες χρώμα. Την περίοδο της 
άνοιξης, όταν τα πεσμένα φύλλα βραχούν, τα περιθήκια διογκώνονται  και εξέρχονται 
από την επιφάνεια του φύλλου σχίζοντας την εφυμενίδα και δημιουργώντας μαύρες 
προεξοχές στις επιφάνειες των φύλλων (Vaillancourt & Hartman, 2000; Παναγόπουλος, 
2007). Από τα δύο κύτταρα των ασκοσπορίων, το ένα είναι πιο φαρδύ και βραχύτερο 
από το άλλο και είναι αυτό το οποίο έχει τη θέση του στο πάνω μέρος του ασκού. Το 
χαρακτηριστικό αυτό είναι ένα από τα στοιχεία που καθορίζει το διαχωρισμό του V. 
inaequalis από το V. pirina (Ogawa & English, 1991). 
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1.2.3. Επιδημιολογία - Περιβαλλοντικοί παράγοντες και συνθήκες ανάπτυξης 
Ο μύκητας Venturia inaequalis διαχειμάζει στα πεσμένα φύλλα στο έδαφος. Έχει 
παρατηρηθεί ότι σε ηπιότερες κλιματολογικές συνθήκες ο μύκητας μπορεί να 
διαχειμάσει σε ήδη προσβεβλημένα μπουμπούκια και να παράγει κονίδια (Vaillancourt 
& Hartman, 2000). Επιπροσθέτως, στις Η.Π.Α. έχει διαπιστωθεί διαχείμαση των 
κονιδίων του παθογόνου στους οφθαλμούς της μηλιάς (Becker et al., 1992). Όταν 
επικρατούν εναλλαγές υγρού και ξηρού καιρού ειδικότερα κατά το τέλος του χειμώνα 
έως αρχές της άνοιξης, η ανάπτυξη των περιθηκίων ευνοείται περισσότερο. Την 
περίοδο που αρχίζει η έκπτυξη των οφθαλμών της μηλιάς (άνοιξη), ξεκινά και η 
ωρίμανση των περιθηκίων (Παναγόπουλος, 2007). Όταν ο καιρός είναι βροχερός και 
υγρός, τα περιθήκια διογκώνονται και ελευθερώνονται τα ασκοσπόρια (Vaillancourt & 
Hartman, 2000). Τα ασκοσπόρια στη συνέχεια παρασύρονται από τον αέρα 
(ξηροσπόρια), μεταδίδοντας την ασθένεια σε αρκετά μεγάλες αποστάσεις. Συνέπεια 
των παραπάνω είναι η πρόκληση πρωτογενών μολύνσεων από τα ασκοσπόρια αυτά, τα 
οποία βρίσκουν ευπαθείς φυτικές επιφάνειες. Οι ασκοί δεν ωριμάζουν ταυτόχρονα αλλά 
διαδοχικά, γι’ αυτό το λόγο τα ασκοσπόρια ελευθερώνονται για αρκετές εβδομάδες (5-7 
εβδομάδες) μέχρι το τέλος Μαΐου (Παναγόπουλος, 2007). 
Για την πραγματοποίηση προσβολής είναι αναγκαία η παρουσία υγρασίας 
(τουλάχιστον 60-70%) (Vaillancourt & Hartman, 2000). Ο χρόνος μόλυνσης και 
επώασης της ασθένειας εξαρτάται από τις θερμοκρασίες του περιβάλλοντος. Για 
θερμοκρασίες 16-24 οC, οι οποίες είναι από τις καλύτερες για  μολύνσεις, χρειάζονται 
μόλις 9 ώρες για τη μόλυνση και 9-10 μέρες για την επώαση της ασθένειας, ενώ για 
θερμοκρασία 6 οC ο χρόνος αγγίζει 25 ώρες και για θερμοκρασία 25,5 οC χρειάζονται 
13 ώρες (σύστημα προγνώσεων του Mills, Mills & Laplante, 1951). Εν συνεχεία, 
παρουσιάζονται οι κηλίδες της ασθένειας και με την προϋπόθεση ότι υπάρχει υγρασία 
σχηματίζονται οι κονιδιοφόροι και τα κονίδια του μύκητα. Τα σπόρια αυτά 
ελευθερώνονται και μεταφέρονται μόνο με το νερό (μυξοσπόρια), γι’ αυτό δεν μπορούν 
να μεταδώσουν την ασθένεια σε μεγαλύτερες αποστάσεις. Προκαλούν δευτερογενείς 
μολύνσεις (Bowen et al., 2011). Η προσβολή και μόλυνση των ιστών από κονίδια, η 
βλάστηση των κονιδίων και η επώαση συμβαίνουν σε ίδιες συνθήκες με αυτές των 
ασκοσπορίων. Ανάλογα με τις συνθήκες θερμοκρασίας και σχετικής υγρασίας του 
περιβάλλοντος (υγρό και βροχερό καλοκαίρι), ο παραπάνω κύκλος (αγενής) 
επαναλαμβάνεται κάθε 10-15 μέρες, με αποτέλεσμα να υπάρχουν πολλές γενιές 
κονιδίων στην ίδια βλαστική περίοδο και να γίνονται δευτερογενείς μολύνσεις, από την 
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άνθηση μέχρι και την συγκομιδή (Vaillancourt & Hartman, 2000; Παναγόπουλος, 2007; 
Bowen et al., 2011). 
 
1.2.4. Αντιμετώπιση της ασθένειας 
Για την αντιμετώπιση της ασθένειας μπορούν να εφαρμοσθούν διάφορα μέτρα, 
όπως (Vaillancourt & Hartman, 2000; Παναγόπουλος, 2007): 
 Καλλιεργητικά μέτρα: αραιή φύτευση, αποφυγή φύτευσης σε χαμηλά εδάφη, 
κατάλληλο κλάδεμα για καλύτερο αερισμό της κόμης του δέντρου και μείωση 
της υγρασίας. 
 Ανθεκτικές ποικιλίες, όπως οι ποικιλίες 'Enterprise', 'Freedom', 'Gold Rush', 
'Jonafree', 'Liberty', 'Pristine' και 'Redfree'. 
 Καταστροφή των περιθηκίων για μείωση των πρωτογενών μολύνσεων. Αυτό 
γίνεται είτε με το παράχωμα των φύλλων είτε με ψεκασμό με ουρία ή 
βενζιμιδαζολικά είτε με ανταγωνιστικούς μύκητες (Microsphaeropses ochracea) 
που επιταχύνουν την αποσύνθεση και περιστέλλουν την ωρίμανση των 
ασκοσπορίων. Η εφαρμογή αυτού του μέτρου πρέπει να ακολουθείται απ’ όλους 
στην ευρύτερη περιοχή.  
 Χημική αντιμετώπιση: ψεκασμοί με προστατευτικά και θεραπευτικά 
φυτοπροστατευτικά προϊόντα. 
Το φουζικλάδιο μπορεί να καταπολεμηθεί επαρκώς με προληπτικούς ή και 
θεραπευτικούς ψεκασμούς. Ο συνδυασμός και των δύο μπορεί να δώσει τη μέγιστη 
αποτελεσματικότητα στην αντιμετώπιση της ασθένειας, καθώς αποφευχθεί η εμφάνιση 
και επικράτηση ανθεκτικών στελεχών του μύκητα. Οι ψεκασμοί έχουν ως στόχο την 
αποφυγή εμφάνισης πρωτογενών μολύνσεων από τα ασκοσπόρια κατά την περίοδο της 
άνοιξης (Vaillancourt & Hartman, 2000). Κρίνεται αναγκαίο η προληπτικοί ψεκασμοί 
να πραγματοποιούνται εγκαίρως διότι μετά το τέλος Μαΐου, ο κίνδυνος μολύνσεων 
είναι μικρότερος αφού οι συνθήκες γίνονται λιγότερο ευνοϊκές για την ασθένεια. 
Σημαντικό ρόλο, στη σωστή χρονική στιγμή εφαρμογής των ψεκασμών, 
διαδραματίζουν οι υπηρεσίες των Γεωργικών Προειδοποιήσεων, με την παρατήρηση 
της απελευθέρωσης των ασκοσπορίων και των συνθηκών θερμοκρασίας και υγρασίας 
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που επικρατούν, καθώς και η γνώση των βλαστικών σταδίων του δέντρου. Η εφαρμογή 
προληπτικών ψεκασμών στοχεύει στη διακοπή βλάστησης των σπορίων στην επιφάνεια 
των φύλλων και των καρπών, ώστε να παρεμποδιστεί η εισχώρησή τους στα φυτικά 
κύτταρα. Η χρήση μυκητοκτόνων "επαφής" δεν είναι αποτελεσματική στην περίπτωση 
που μύκητας έχει ήδη εισχωρήσει στους ιστούς. Στην περίπτωση αυτή, η εφαρμογή 
διασυστηματικών μυκητοκτόνων θεωρείται αναγκαία. (Vaillancourt & Hartman, 2000; 
Παναγόπουλος, 2007). 
 
1.3. Ανάπτυξη ανθεκτικότητας 
Η αντιμετώπιση των ασθενειών των φυτών με τη χρήση φυτοπροστατευτικών 
ουσιών θεωρήθηκε και συνεχίζει να θεωρείται μέχρι τις μέρες μας ως η πιο αποδοτική, 
οικονομική και αξιόπιστη μέθοδος, στη γεωργική πρακτική. Υπάρχουν αρκετές 
περιπτώσεις στις οποίες η εφαρμογή μεθόδων όπως τα καλλιεργητικά μέτρα, η χρήση 
ανθεκτικών ποικιλιών και βιολογικών παραγόντων, αποκλειστικά, δεν είχαν την 
απαιτούμενη επάρκεια σε συνθήκες υψηλού κινδύνου στον αγρό. Τέτοια παραδείγματα 
είναι οι επιδημίες σοβαρών παθογόνων, όπως είναι το φουζικλάδιο, οι περονόσποροι, 
τα ωίδια, η φαιά σήψη, κ.ά. Η χημική μέθοδος καταπολέμησης ήταν αποκλειστική 
επιλογή των παραγωγών λόγω της μεγάλης αποτελεσματικότητας της. Όμως, η απουσία 
λελογισμένης χρήσης των φυτοπροστατευτικών ουσιών οδήγησε αφενός στην εμφάνιση 
περιβαλλοντικών προβλημάτων και αφετέρου στη μείωση της αποτελεσματικότητας 
των μυκητοκτόνων εξαιτίας της ανάπτυξης ανθεκτικών στελεχών (Γεωργόπουλος και 
Ζιώγας, 1992). 
Με την εμφάνιση των διασυστηματικών μυκητοκτόνων, τα οποία είναι 
θεραπευτικά μυκητοκτόνα με υψηλότερα επίπεδα αποτελεσματικότητας από άλλα και 
πιο ασφαλή για τον άνθρωπο και το περιβάλλον, ξεκίνησε η ανάπτυξη της 
ανθεκτικότητας. Ο τρόπος δράσης των μυκητοκτόνων αυτών είναι πιο εξειδικευμένος 
σε υποκυτταρικό επίπεδο, καθώς μπορούν να κινούνται στους ιστούς του φυτού χωρίς 
να προκαλούν τοξικότητες σε αυτό. Η χρήση των διασυστηματικών μυκητοκτόνων έχει 
φέρει πολλά οφέλη στην αντιμετώπιση ασθενειών, όπως στην καταπολέμηση 
παθογόνων που έχουν εισχωρήσει ήδη στο φυτό, εξαιτίας της διεισδυτικής ικανότητας 
των μυκητοκτόνων αυτών που μπορούν να αποτρέψουν τη δράση του παθογόνου 
ακόμα και μετά τη μόλυνση. Η ικανότητα αυτή να διεισδύει ακόμα και μέρος του 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/07/2018 22:09:27 EEST - 137.108.70.7
8 
 
μυκητοκτόνου στους ιστούς του φυτού και να κυκλοφορεί μέσα στο φυτό και χωρίς την 
πλήρη κάλυψη της φυτικής επιφάνειας, αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα. Τέλος, τα 
διασυστηματικά μυκητοκτόνα είναι πολύ αποτελεσματικά και στην προστασία νεαρών 
φυτών, όπου χρησιμοποιείται επενδεδυμένος σπόρος με κατάλληλο φυτοπροστατευτικό 
προϊόν (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992).   
Η ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε διάφορα μυκητοκτόνα από αρκετούς 
φυτοπαθογόνους μύκητες στον αγρό και σε εργαστηριακές δοκιμές, έχει επισημανθεί 
από πολλούς ερευνητές (π.χ. Pappas, 1997; Mavroeidi & Shaw, 2005; Karaoglanidis et 
al., 2000; Proffer et al., 2006; Köller & Wilcox, 2001; Metcalfe et al., 2000). 
Για την εμφάνιση ανθεκτικότητας του μύκητα V. inaequalis σε διάφορα 
μυκητοκτόνα έχουν γίνει αναφορές από πολλές χώρες. Παλαιότερα μυκητοκτόνα για τα 
οποία έχουν εμφανιστεί ανθεκτικότητες είναι το dodine (Koller και Wilcox, 1999; 
Broniarek-Niemiec & Bielenin, 2008; Koenraadt et al., 1992), τα βενζιμιδαζολικά, οι 
παρεμποδιστές απομεθυλίωσης του C-14 (DMIˊs) (Sholberg & Haag, 1993; Koller et 
al., 1997). Νεώτερα μυκητοκτόνα με πρόβλημα ανθεκτικότητας είναι οι 
στρομπιλουρίνες (Olaya & Koller, 1999; Fontaine et al., 2009) και οι 
ανιλινοπυριμιδίνες (Küng et al., 1999). Επιπροσθέτως, δεν υπάρχουν αναφορές στη 
βιβλιογραφία σχετικά με την ευαισθησία στο mancozeb, ένα αρκετά παλιό 
μυκητοκτόνο, που εξακολουθεί μέχρι σήμερα να χρησιμοποιείται για τον έλεγχο του 
φουζικλαδίου στα μήλα, είτε μόνο του είτε αναμεμειγμένο κυρίως με DMIˊs ως 
στρατηγική για την καταπολέμηση της ανθεκτικότητας (Aleksić et al., 2012). 
 
1.3.1. Ανθεκτικότητα του παθογόνου στα μυκητοκτόνα 
Σε περιπτώσεις ακολουθείται συχνή εφαρμογή ενός μυκητοκτόνου, το οποίο 
χαρακτηρίζεται από εξειδίκευση στη βιοχημική του δράση, ελλοχεύει ο κίνδυνος 
εμφάνισης στελεχών του μύκητα ανθεκτικών στο μυκητοκτόνο. Αυτή η μείωση στην 
ευαισθησία του παθογόνου μπορεί να είναι η συνέπεια μιας μετάλλαξης στο γενετικό 
υλικό, η οποία είτε προκαλείται είτε προϋπάρχει στον πληθυσμό, ή ακόμα αποτελεί το 
απότοκο της επικράτησης ενός μέρους του πληθυσμού που τυχαία εμφάνισε μειωμένη 
ευαισθησία (Fletcher, 1984; Trigiano et al., 2004). Η εμφάνιση ανθεκτικότητας 
εξαρτάται από τη συχνή εφαρμογή ενός μυκητοκτόνου, από τις συνθήκες του 
περιβάλλοντος και την πίεση της ασθένειας (Trigiano et al., 2004; Correll et al., 1988). 
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Έχει παρατηρηθεί ότι οι μύκητες με παραγωγή μεγάλου αριθμού σπορίων 
παρουσιάζουν αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης ανθεκτικότητας. Επιπροσθέτως, το ίδιο 
φαινόμενο παρατηρείται όταν γίνεται χρήση διασυστηματικών μυκητοκτόνων εξαιτίας 
του εξειδικευμένου τρόπου δράσης τους (McGrath, 2001). 
Η εμφάνιση ανθεκτικότητας διαφόρων φυτοπαθογόνων μυκήτων σε διάφορα 
μυκητοκτόνα σε πειράματα αγρού και σε εργαστηριακές δοκιμές έχει αναφερθεί από 
πολλούς ερευνητές (π.χ. Proffer et al., 2006; Mavroeidi & Shaw, 2005; Köller & 
Wilcox, 2001; Karaoglanidis et al., 2000; Metcalfe et al., 2000; Pappas, 1997). Η 
εντατική εφαρμογή μυκητοκτόνων διαφόρων χημικών ομάδων έχει ως συνέπεια την 
εμφάνιση ανθεκτικών στελεχών σε πολλά παθογόνα, όπως στο μύκητα Venturia 
inaequalis, για τον οποίον έχουν γίνει αναφορές εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών στις 
στρομπιλουρίνες (QoIs) (Zheng et al., 2000; Köller et al., 2004; Fontaine et al., 2009) 
στις τριαζόλες (DMIs) (Sholberg & Haag, 1993; Schnabel & Jones, 2001), στις 
ανιλινοπυριμιδίνες (Kunz et al., 1998; Küng et al., 1999; Henríquez et al., 2011; Köller 
et al., 2005) και στις γουανιδίνες (Köller et al., 1999; Broniarek-Niemiec & Bielenin, 
2008). Στην παρούσα διατριβή, τα μυκητοκτόνα που επιλέχθηκαν είναι το dodine, το 
kresoxim-methyl, το cyproconazole, το cyprodinil, και το boscalid. 
 Γουανιδίνες: Είναι ομάδα με έναν όχι τόσο γνωστό τρόπο δράσης. Οι ουσίες 
που ανήκουν στη ομάδα αυτή χρησιμοποιούνται ως διασυστηματικά 
μυκητοκτόνα με προληπτική και θεραπευτική δράση. Το dodine είναι μια ουσία 
που ανήκει σε αυτή την ομάδα και είναι γνωστή από το 1941 για την 
βακτηριοκτόνο δράση της, όμως αργότερα ανακαλύφθηκε ότι έχει και 
μυκητοκτόνο δράση. Αποτελεί μία κατιονική τασινεργός ουσία και η βιοκτόνος 
δράση της οφείλεται στην ικανότητά της να μεταβάλλει τη διαπερατότητα 
κυτταρικών μεμβρανών και να προκαλεί τη ελεύθερη διακίνηση συστατικών 
του κυττάρου (αμινοξέων, φωσφορικών ουσιών κλπ.) (Παπαδοπούλου - 
Μουρκίδου, 2008). Η χημική δομή της δραστικής ουσίας dodine παρουσιάζεται 
στην Εικόνα 1. 
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Εικόνα 1: Χημική δομή dodine. 
 
 Στρομπιλουρίνες: Παρεμποδίζουν το σύμπλοκο III της αναπνοής (QoI’s) και 
συγκεκριμένα αναστέλλουν το μιτοχονδριακό σύμπλοκο ΙΙΙ.  Πολλά από τα 
νεώτερα μυκητοκτόνα που χρησιμοποιούνται σήμερα ανήκουν στην ομάδα 
αυτή. Τα πρώτα μυκητοκτόνα παράχθηκαν απομονώνοντας το βασιδιομύκητα 
Strobilurus tenacellus, στον οποίο παράγεται η στρομπιλουρίνη Α. Πιο 
συγκεκριμένα, τα μυκητοκτόνα αυτά εμποδίζουν τη μεταφορά ηλεκτρονίων στη 
θέση Qο (θέση που η ουμπικινόλη οξειδώνεται προς ουμπικινόνη) του 
κυτοχρώματος bc1 (παρεμπόδιση μεταφοράς ηλεκτρονίων μεταξύ 
κυτοχρώματος b και κυτοχρώματος c1) και αποτρέποντας με αυτό τον τρόπο τη 
σύνθεση ΑΤP (Vincelli, 2002). Τα στάδια αυτά χαρακτηρίζονται από μεγάλη 
ευαισθησία, καθώς απαιτούν μεγάλη ποσότητα ενέργειας και επηρεάζουν τη 
μιτοχονδριακή αναπνοή. Οι ουσίες που ανήκουν στις στρομπιλουρίνες, έχουν τη 
δυνατότητα να παρεμποδίζουν τη βλάστηση των σπορίων. Η πρώτη ουσία που 
έγινε γνωστή εμπορικά ήταν το azoxystrobin το 1992 και αργότερα 
ακολούθησαν οι υπόλοιπες, όπως τα trifloxystrobin, pyraclostrobin, kresoxim-
methyl κ.α. (Παπαδοπούλου - Μουρκίδου, 2008). Στη χρήση στρομπιλουρίνων 
σε πειράματα in vitro, είναι απαραίτητη η προσθήκη σαλικυλυδροξαμικού οξέος 
(SHAM), διότι δρα ως αναστολές της εναλλακτικής αναπνοής (Wood & 
Hollomon, 2003; Fernández - Ortuño et al., 2008). Η χημική δομή του kresoxim 
- methyl παρουσιάζεται στην Εικόνα 2. 
 
Εικόνα 2: Χημική δομή kresoxim – methyl. 
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 Τριαζόλες: Δρουν ως παρεμποδιστές βιοσύνθεσης της εργοστερόλης (DMIs) 
των κυτταρικών μεμβρανών των μυκήτων. Οι τριαζόλες παρεμβαίνουν στα 
οξειδωτικά ένζυμα (κυρίως της 14-α απομεθυλάσης) προκαλώντας συσσώρευση 
των 14-α μεθυλοστερολών, γεγονός που προκαλεί διαταραχή στη διευθέτηση 
των αλυσίδων των φωσφολιπιδίων της μεμβράνης και εμποδίζοντας με αυτόν 
τον τρόπο την ανάπτυξη των μυκήτων (Γαλανοπούλου και Λιάπη, 2000).  Η 
βιοσύνθεση της εργοστερόλης είναι στόχος για εκλεκτική τοξικότητα στους 
Ασκομύκητες, τους Αδηλομύκητες και τους Βασιδιομύκητες (Ζιώγας και 
Μάρκογλου, 2010). Τα μυκητοκτόνα της ομάδας αυτής χαρακτηρίζονται από 
διασυστηματικότητα. Το cyproconazole ανήκει στους DMIs ή παρεμποδιστές 
της 14“ διμεθυλάσης. Tα μυκητοκτόνα της ομάδας των τριαζολών δρουν 
παρεμποδιστικά στην ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα των σπορίων, 
παραμορφώνοντάς τον, καθώς σταματούν και την ανάπτυξη του μυκηλίου 
(Leroux et al., 1999; Stehmann and Waard, 1996). Στην Εικόνα 3 παρουσιάζεται 
η χημική δομή της δραστικής ουσίας cyproconazole. 
 
Εικόνα 3: Χημική δομή cyproconazole. 
 
 Ανιλινοπυριμιδίνες: Στην ομάδα αυτή ανήκουν νέα μυκητοκτόνα όπως το 
cyprodinil και το pyrimethanil, τα οποία είναι αποτελεσματικά εναντίον 
Ασκομυκήτων (Botrytis cinerea, Venturia inaequalis, είδη Alternaria και 
Monilinia). Η χημική δομή του cyprodinil απεικονίζεται στην Εικόνα 4. Τα 
μυκητοκτόνα της ομάδας αυτής χαρακτηρίζονται από διασυστηματικότητα και 
έχουν προληπτική, αλλά και θεραπευτική δράση (Ζιώγας και Μάρκογλου, 
2010). Οι ανιλινοπυριμιδίνες δρουν ως αναστολείς βιοσύνθεσης μεθειονίνης και 
αντιπροσωπεύουν μια νέα οικογένεια μυκητοκτόνων. Οι ανιλινοπυριμιδίνες 
έχουν την ικανότητα να αναστέλλουν την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα 
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κατά τη βλάστηση των σπορίων, τον σχηματισμό απρεσσορίων και την 
ανάπτυξη του μυκηλίου (Παπαδοπούλου - Μουρκίδου, 2008). 
 
 
Εικόνα 4: Χημική δομή cyprodinil. 
 
 Πυριδινοκαρβοξαμίδια ή Ανιλίδια: Δρουν ως παρεμποδιστές της αναπνοής 
και συγκεκριμένα ως αναστολείς της αφυδρoγονάσης του ηλεκτρικού οξέος 
(SDHI’s) στην αλυσίδα της μιτοχονδριακής αναπνοής που αλλιώς αναφέρεται 
σαν σύμπλοκο-II ή succinate ubiquinone oxidoreductase (Hagerhall, 1997). Τα 
καρβοξαμίδια είναι παλιά ομάδα μυκητοκτόνων, τα οποία χαρακτηρίζονται από 
διασυστηματικό τρόπος δράσης (Glättli, 2011). Το boscalid ανήκει στη νεότερη 
ομάδα καρβοξαμιδίων και είναι αποτελεσματικό εναντίον των Βασιδιομυκήτων. 
Επιπλέον, έχει πολύ καλή δράση εναντίον Ασκομυκήτων και Ατελών μυκήτων 
σε διάφορες καλλιέργειες. Με την πάροδο των ετών οι νέες χημικές ουσίες που 
προστέθηκαν στην ομάδα των SDHI’s, όπως το boscalid, ήταν εξαιτίας της 
εμφάνισης ανθεκτικότητας που παρατηρήθηκε στις παλαιότερες ομάδες 
μυκητοκτόνων της ομάδας αυτής (Glättli, 2011; Παπαδοπούλου - Μουρκίδου, 
2008). Η χημική δομή του boscalid παρουσιάζεται στην Εικόνα 5. 
 
Εικόνα 5: Χημική δομή boscalid. 
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1.3.2. Γενετικός έλεγχος της ανθεκτικότητας  
Η εμφάνιση  ανθεκτικότητας ενός μύκητα σε κάποιο μυκητοκτόνο ή σε μια 
χημική ομάδα είναι κληρονομική και μπορεί να προκύψει από μία ή περισσότερες 
μεταλλάξεις στο γονιδίωμα του πληθυσμού του παθογόνου. Έχει αποδειχθεί ότι το 
γονίδιο που προκαλεί τη μετάλλαξη μπορεί να προϋπήρχε στον πληθυσμό, απλά σε 
μικρές ποσότητες. Επομένως, όταν χρησιμοποιηθεί ένα αρκετά αποτελεσματικό 
μυκητοκτόνο για την αντιμετώπιση μιας ασθένειας, θα φέρει σαν αποτέλεσμα την 
επικράτηση των ανθεκτικών πληθυσμών σε υψηλότερη αναλογία από τους 
ευαίσθητους. Η συσσώρευση μεταλλάξεων στα ανθεκτικά στελέχη του παθογόνου θα 
ενισχυθεί ακόμα περισσότερο με τη συνεχή χρήση του ίδιου μυκητοκτόνου ή με την 
εφαρμογή ενός πιο αποτελεσματικού μυκητοκτόνου και σε υψηλότερη δόση. Η 
ανθεκτικότητα, η οποία βασίζεται στη γενετική ανάλυση ευαίσθητων και ανθεκτικών 
στελεχών, αποτελεί τον πιο απλό τύπο και έχει ονομαστεί σε ανθεκτικότητα ‘μείζονος 
γονιδίου’ ή ολιγονική. Μετάλλαξη σε ένα σημείο, που προκαλεί αντικατάσταση ενός 
αμινοξέος από άλλο στη σύνθεση της πρωτεΐνης, οδηγεί σε υψηλού βαθμού 
ανθεκτικότητα. Αυτού του είδους η ανθεκτικότητα έχει βρεθεί σε πολλές μεγάλες 
ομάδες μυκητοκτόνων, όπως στα βενζιμιδαζολικά, στα φαινυλαμίδια, στα 
δικαρβοξαμίδια και στα QoI’s (Brent & Hollomon, 2007). Για παράδειγμα, ολιγονική 
ανθεκτικότητα έχει ανιχνευτεί στους μύκητες Ustilago maydis (Ziogas & Girgis, 1993) 
και Venturia inaequalis (Shabi et al., 1983) στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα, στα 
καρβοξιμιδικά κ.ά (Georgopoulos & Ziogas, 1977). 
Ένα άλλο είδος ανθεκτικότητας είναι η πολυγονική, η οποία οφείλεται σε 
γενετικές αλλαγές περισσότερων γονιδίων. Όταν συμβούν μεταλλάξεις σε μερικά από 
αυτά, ο βαθμός ανθεκτικότητας είναι χαμηλός.  Στην περίπτωση όμως που θα συμβεί 
ταυτόχρονα μετάλλαξη στα περισσότερα γονίδια, τότε παρουσιάζεται ο μεγαλύτερος 
βαθμός ανθεκτικότητας. Αν και η πολυγονική ανθεκτικότητα είναι ευρέως αποδεκτή, 
θα πρέπει να γίνουν περισσότερες μελέτες για την εμφάνισή της στο χωράφι (Brent & 
Hollomon, 2007). Πολυγονικού τύπου ανθεκτικότητα έχει αναφερθεί για το dodine 
(Crute & Harrison, 1988) και στα καρβοξαμιδικά (Georgopoulos & Ziogas, 1977). 
Τέλος, παρατηρείται και ένας τρίτος τύπος ανθεκτικότητας, που ονομάζεται 
φαινοτυπική ανθεκτικότητα. Αυτού του τύπου η ανθεκτικότητα δεν έχει ως αιτία της τις 
γενετικές μεταλλάξεις και δεν κληρονομείται. Η φαινοτυπική ανθεκτικότητα 
παρουσιάζεται κατόπιν συνεχούς έκθεσης του μύκητα στο μυκητοκτόνο και 
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εξαλείφεται με τη μετακίνηση του μύκητα σε άλλο περιβάλλον, στο οποίο δεν θα 
υπάρχει ο τοξικός παράγοντας (Georgopoulos, 1982). 
Μέχρι στιγμής παρατηρείται ότι το πρόβλημα εμφάνισης ανθεκτικότητας 
οφείλεται στο βιοχημικό τρόπο δράσης του μυκητοκτόνου. Αυτό το φαινόμενο μπορεί 
να εξηγήσει το γεγονός ότι τα παλαιότερα μυκητοκτόνα δεν είχαν αντιμετωπίσει 
σοβαρά προβλήματα ανθεκτικότητας, καθώς δρουν ως γενικοί αναστολείς ενζύμων και 
έχουν πολλές περιοχές-στόχους όταν διεισδύσουν στο κύτταρο του μύκητα. Αντίθετα, 
τα νέα μυκητοκτόνα χαρακτηρίζονται από εξειδικευμένο τρόπο δράσης, με αποτέλεσμα 
αν συμβεί κάποια μετάλλαξη ενός μόνο γονιδίου στη θέση-στόχο, ο μύκητας 
καθίσταται λιγότερο ευάλωτος στο μυκητοκτόνο. Στα παλαιότερα μυκητοκτόνα, οι 
πιθανότητες να συμβούν μεταλλάξεις σε όλες τις περιοχές-στόχους είναι μικρές, και 
στην περίπτωση που συμβούν τόσες πολλές γενετικές αλλαγές, ο μύκητας δεν θα είναι 
τόσο επιβλαβής, ακόμη και βιώσιμος (Brent & Hollomon, 2007). 
 
 
1.3.3. Στρατηγική για την αποφυγή ή καθυστέρηση εμφάνισης ανθεκτικότητας  
Η αντιμετώπιση της ανθεκτικότητας και η αποφυγή εμφάνισης της αποτελούν 
υψίστης σημασίας θέματα του αγροτικού τομέα. Η συνεχής προσπάθεια εύρεσης νέων 
και αποτελεσματικότερων τρόπων αντιμετώπισης της ανθεκτικότητας αποτελεί αδήριτη 
ανάγκη.  Κάποιοι τρόποι είναι οι εξής (Ζιώγας κ.ά, 1998; Brent & Hollomon, 2007): 
 Αποφυγή χρήσης συνεχώς του ίδιου μυκητοκτόνου. Προτιμάται η 
εφαρμογή μίγματος ενός ή περισσότερων μυκητοκτόνων με διαφορετικό 
τρόπο δράσης. 
 Μείωση του αριθμού των επεμβάσεων ανά καλλιεργητή περίοδο και 
εφαρμογή ψεκασμών μόνο κατά τα βλαστικά στάδια του δέντρου και όταν 
υπάρχει σοβαρή ανάγκη. 
 Η εφαρμογή των μυκητοκτόνων πρέπει να  γίνεται πάντα σύμφωνα με τις 
συνιστώμενες δόσεις που προτείνονται από την κατασκευάστρια εταιρία 
του φυτοπροστατευτικού προϊόντος. 
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 Η συνεχής χρήση διασυστηματικών μυκητοκτόνων πρέπει να 
αποφεύγεται, διότι η εξάλειψη μια ασθένειας πολλές φορές μπορεί να 
φέρει αντίθετα αποτελέσματα. Η διατήρηση του πληθυσμού ενός 
παθογόνου σε χαμηλά επίπεδα, μπορεί να δράσει παρεμποδιστικά στο να 
εγκατασταθεί ένα άλλο παθογόνο που μπορεί να είναι πιο επικίνδυνο για 
εμφάνιση ανθεκτικότητας.  
 Η ολοκληρωμένη διαχείριση της ασθένειας αποτελεί εξίσου σημαντικό 
μέτρο για την αντιμετώπιση της ανθεκτικότητας και μπορεί να επιτευχθεί 
με την εφαρμογή καλλιεργητικών μέτρων και τη χρήση ανθεκτικών 
ποικιλιών παράλληλα με τη χρήση των μυκητοκτόνων. Πολλές φορές 
τέτοιες πρακτικές μπορεί να μην είναι τόσο αποτελεσματικές χωρίς 
χημική καταπολέμηση, ωστόσο συνεισφέρουν στη μείωση των ψεκασμών. 
 
1.4. Διερεύνηση γενετικής βάσης ανθεκτικότητας μυκήτων σε 
μυκητοκτόνα με χρήση της PCR  
Η χρήση μοριακών τεχνικών στη Φυτοπαθολογία παρουσιάζει μεγάλο εύρος 
εφαρμογών σε αυτή, όπως στην ανίχνευση γονιδίων, στο διαχωρισμό των ειδών, στη 
γενετική ταξινόμηση ενός πληθυσμού και στην ανίχνευση γονιδίων σε 
μικροοργανισμούς υπεύθυνων για εμφάνιση ανθεκτικότητας σε φυτοπροστατευτικά 
προϊόντα.  
Από τις μοριακές τεχνικές, η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 
διατριβή ήταν η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR), η οποία εφαρμόστηκε 
για τη μελέτη του γενετικού υπόβαθρου του μύκητα Venturia inaequalis. 
Η PCR (Polymerase Chain Reaction) είναι μια ενζυμική μέθοδος, σχετικά απλή 
και με μεγάλη ευαισθησία,  που επιτρέπει την ενίσχυση ενός συγκεκριμένου τμήματος 
DNA. Με τη μέθοδο αυτή επιτυγχάνεται η δημιουργία εκατομμύρια αντιγράφων του 
επιθυμητού τμήματος DNA (Mullis, 1990; Garibyan & Avashia, 2013). Κάθε 
αντίδραση της PCR απαιτεί την ύπαρξη γενετικού υλικού, εκκινητών, νουκλεοτιδίων 
και της DNA πολυμεράσης. Για την οπτικοποίηση των προϊόντων της PCR υπάρχουν 
δύο μέθοδοι: α) χρώση των ενισχυμένων προϊόντων με χρήση χρωστικών ουσιών, όπως 
το βρωμιούχο αιθίδιο, και β) σήμανση των εκκινητών ή των νουκλεοτιδίων με 
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φθορίζουσες ουσίες πριν την αντίδραση της PCR. Στην ανάλυση των προϊόντων της 
PCR, η μέθοδος που χρησιμοποιείται περισσότερο είναι η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
αγαρόζης, η οποία βοηθάει στο διαχωρισμό των προϊόντων με βάση το μέγεθος και το 
φορτίο τους. Η τυποποίηση κατάλληλων δεικτών (ladders) έχει βοηθήσει σημαντικά 
στον προσδιορισμό του μεγέθους των προϊόντων (Garibyan & Avashia, 2013).   
 
1.5. Μοριακοί δείκτες 
Οι µοριακοί δείκτες, όπως έχει αναφέρει ο Χατζόπουλος (2001), είναι τυχαία 
επιλεγμένα τμήματα  DNA, τα οποία δεν παρουσιάζουν άμεση επίπτωση στο φαινότυπο  
και φαίνεται να μην δέχονται επιρροές από το περιβάλλον. Ακόμη, έχουν την ικανότητα 
να εκμεταλλεύονται το πολυµορφισµό που υπάρχει στην αλληλουχία των βάσεων του 
DNA, χωρίς όμως να υπάρχει απαραίτητα αντίκτυπος στα προϊόντα, τα οποία 
κωδικοποιούν. 
 
1.5.1. Τυχαία ενισχυμένο Πολυμορφικό DNA (RAPD: Random Amplified 
Polymorphic DNA) 
Η μέθοδος του τυχαίου ενισχυμένου πολυμορφικού DNA στηρίζεται στην 
ανάπτυξη μοριακών δεικτών με τη χρήση τυχαίων εκκινητών (ειδικά σχεδιασμένες 
αλληλουχίες νουκλεοτιδίων), οι οποίοι αποτελούνται κυρίως από 10 μέρη (Kumari & 
Thacur, 2014). Η μέθοδος αυτή πραγματοποιείται με την αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (PCR) και χρησιμοποιείται η TaqI πολυμεράση που παρουσιάζει 
ιδιαίτερη αντοχή στις υψηλές θερμοκρασίες. Σε κάθε αντίδραση που πραγματοποιείται 
χρησιμοποιείται ένας μόνο εκκινητής. Ο εκκινητής επειδή αποτελείται από τυχαία 
αλληλουχία, έχει τη δυνατότητα να υβριδίζει σε εκατοντάδες θέσεις μέσα στο 
γονιδίωμα. Σε αντίθεση με άλλες παραδοσιακές μεθόδους, η μέθοδος αυτή δεν απαιτεί  
τη γνώση της αλληλουχίας του DNA του οργανισμού-στόχου, απλά ενισχύει ή όχι ο 
εκκινητής το τμήμα DNA που είναι συμπληρωματικό ως προς την αλληλουχία του 
(Kumar & Gurusubramanian, 2011). Οι Τσαυτάρης κ.ά. (2012) έχουν αναφέρει ότι όταν 
αυτός ο εκκινητής ανιχνεύσει συμπληρωματική αλληλουχία στο γονιδίωμα και στα δυο 
άκρα ενός τμήματος, με αντίθετες διευθύνσεις (δηλαδή στο ένα άκρο στη μια αλυσίδα 
του DNA και στο άλλο άκρο στην άλλη) και η περιοχή μεταξύ των σημείων υβριδισμού 
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και πρόσδεσης του εκκινητή κυμαίνεται από 100 έως και 3000 βάσεις, παράγονται 
μόρια πολλαπλασιασμένου DNA, τα οποία εμφανίζονται σαν διακριτές ζώνες κατά την 
ηλεκτροφόρηση της πηκτής. 
Η επιτυχία της χρήσης των μοριακών δεικτών RAPD (Random Amplified 
Polymorphic DNA) είναι ότι χρειάζονται αρκετά μικρές ποσότητες DNA για την 
πραγματοποίηση των αντιδράσεων (5-50 ng DNA) και χωρίς να απαιτείται να γίνει 
κλωνοποίηση, αλληλούχιση ή οποιοσδήποτε άλλος μοριακός χαρακτηρισμός του 
γονιδιώματος του οργανισμού υπό εξέταση. Οι δείκτες  RAPD’s βρίσκουν μεγάλη 
εφαρμογή στις μελέτες της γενετικής ποικιλομορφίας ενός πληθυσμού, διότι οι 
εκκινητές RAPD’s έχουν την ικανότητα να προσδένονται τυχαία σε διαφορετικές 
θέσεις σε όλο το γένωμα (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990; Kumar & 
Gurusubramanian, 2011). Η μέθοδος του τυχαίου ενισχυμένου πολυμορφικού DNA 
είναι μία σχετικά απλή μέθοδος που χαρακτηρίζεται από ευαισθησία και δεν υπάρχουν 
ιδιαίτερες προϋποθέσεις. Επίσης, η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται περισσότερο, σε σχέση 
με άλλες μοριακές τεχνικές, εξαιτίας του χαμηλού κόστους της. Ωστόσο, 
χαρακτηρίζεται από χαμηλότερα επίπεδα επαναληψιμότητας έναντι των άλλων 
μεθόδων, διότι απαιτούνται σταθερές πειραματικές διαδικασίες (Kumar & 
Gurusubramanian, 2011; Kumari & Thacur, 2014).   
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1.6. Σκοπός διατριβής 
Ο σκοπός εκπόνησης της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής ήταν η μελέτη 
απομονώσεων του μύκητα Venturia inaequalis. Ο έλεγχος, αρχικά, πραγματοποιήθηκε 
με  μελέτη της ευαισθησίας του μύκητα Venturia inaequalis σε διάφορες χημικές 
ομάδες μυκητοκτόνων με στόχο την εύρεση ανθεκτικότητας. Οι δραστικές ουσίες που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι εξής: dodine, kresoxim-methyl, cyproconazole, cyprodinil 
και boscalid. Τα πειράματα ευαισθησίας του μύκητα εξετάστηκαν με βάση τη 
μυκηλιακή ανάπτυξη, τη βλάστηση των σπορίων και το μέγεθος του βλαστικού 
σωλήνα. Ακόμη, έγινε ταυτοποίηση του είδους του μύκητα με βάση τα μορφολογικά 
χαρακτηριστικά των σπορίων του. Τέλος, πραγματοποιήθηκε μελέτη του πληθυσμού 
του μύκητα με τη χρήση μοριακών τεχνικών για τη διερεύνηση του γενετικού 
υπόβαθρου του μύκητα στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας στις στρομπιλουρίνες και για τη 
διερεύνηση της γενετικής ποικιλομορφίας των απομονώσεων του μύκητα με χρήση της 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) και δεικτών RAPD’s. 
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Κεφάλαιο 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1. Συλλογή απομονώσεων 
Καρποί και φύλλα που εμφάνιζαν συμπτώματα προσβολής από φουζικλάδιο 
συλλέχθηκαν από δέντρα μηλιάς από έξι διαφορετικούς μηλεώνες. Οι τρεις μηλεώνες 
ήταν από περιοχές του Πηλίου και άλλοι τρεις από την περιοχή της Καστοριάς 
(Πίνακας 1). Τα δέντρα ήταν ποικιλίας ‘Red Delicious’. Τα δείγματα συλλέχθηκαν 
κατά τους μήνες Μάιο, Ιούνιο, Ιούλιο και Αύγουστο του 2016, που εμφανίστηκαν οι 
προσβολές από φουζικλάδιο. 
 
 
Πίνακας 1: Περιοχές συλλογής δειγμάτων. 
Περιοχές Συντεταγμένες 
1. Βυζίτσα Μαγνησίας 39
ο20ˈ.06.89" Β, 23ο04ˈ.53.64" Ε 
2. Καλά Νερά Μαγνησίας 39
ο18ˈ.34.33" Β, 23ο07ˈ.19.06" Ε 
3. Καλά Νερά Μαγνησίας 39
ο18ˈ.08.99" Β, 23ο08ˈ.20.04" Ε 
4. Μαυροχώρι Καστοριάς 40
ο30ˈ.16.97" Β, 21ο21ˈ.03.94" Ε 
5. Πολυκάρπι Καστοριάς 40
ο32ˈ.00.68" Β, 21ο20ˈ.30.43" Ε 
6. Πολυκάρπι Καστοριάς 40
ο31ˈ.49.15" Β, 21ο21ˈ.52.94" Ε 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/07/2018 22:09:27 EEST - 137.108.70.7
20 
 
2.2. Απομόνωση του μύκητα 
Η απομόνωση του μύκητα Venturia inaequalis έγινε από κηλίδες σε καρπούς και 
φύλλα που ήταν εμφανείς οι καρποφορίες του μύκητα (Εικόνες 6 και 7). Τα δείγματα 
που δεν είχαν εμφανίσει ακόμα καρποφορίες, τοποθετήθηκαν σε υγρό θάλαμο 24 ώρες 
ώστε να αναπτυχθούν. Συνολικά συλλέχθηκαν 73 απομονώσεις του μύκητα, από τις 
οποίες οι 31 (απομονώσεις από την Καστοριά) ήταν μονόσπορες. Από τις 31 
μονόσπορες απομονώσεις, οι 9 από αυτές έγιναν από τον ερευνητή Δρ. 
Χατζηδημόπουλο Μιχάλη. Για τις υπόλοιπες 42 απομονώσεις (από τους 3 μηλεώνες της 
Μαγνησίας), η απομόνωση έγινε σε τρυβλία petri με θρεπτικό υλικό Potato Glucose 
Agar (PGA: εκχύλισμα από 200g πατάτας, 15g γλυκόζη, 15g άγαρ στο 1 L νερό, 
αποστειρωμένο πριν τη χρήση) και επωάστηκαν στους 20οC σε θάλαμο ανάπτυξης. 
Μετά την ανάπτυξη αποικίας του μύκητα (Εικόνες 8 και 9), έγινε μεταφορά σε 
δοκιμαστικούς σωλήνες με PGA και επώαση του μύκητα στο θάλαμο στους 20οC. 
 
Εικόνα 6: Φουζικλάδιο σε φύλλα μηλιάς. 
 
 
Εικόνα 7: Φουζικλάδιο σε καρπούς μηλιάς. 
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Εικόνα 8: Ανάπτυξη αποικίας σε τρυβλίο petri με PGA. 
 
 
Εικόνα 9: Αποικία μύκητα από στερεοσκόπιο (Olympus SZ61). 
 
Οι μονόσπορες απομονώσεις του μύκητα έγιναν από δείγματα από 3 μηλεώνες 
της Καστοριάς σύμφωνα με τη μέθοδο που περιγράφεται από τους Waller et al. (1997) 
και Χατζηδημόπουλος (2014) σε Water agar (15 g γλυκόζη, 5 g άγαρ, 0,035 g 
στρεπτομυκίνη στο 1 L νερό, αποστειρωμένο πριν τη χρήση) (Atlas, 2010). Το Water 
agar, που επιλέχθηκε ως μέσο για τις μονόσπορες απομονώσεις, έχει υποκαταστήσει τα 
άλλα μέσα γιατί επιτρέπει πιο ξεκάθαρες δοκιμές καθώς υπάρχουν λιγότερα τροφικά 
ερεθίσματα στα σπόρια και λιγότερη αλληλεπίδραση από οργανισμούς που τυχόν έχουν 
επιμολύνει το μέσο (FAO, Method No 25,1982). 
Η απομόνωση έγινε με μεταφορά μολύσματος από προσβεβλημένα φύλλα και 
καρπούς σε τρυβλία με Water Agar με τη χρήση αποστειρωμένου βακτηριολογικού 
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κρίκου. Στη συνέχεια, ο κρίκος σύρθηκε στην επιφάνεια του υλικού διαγράφοντας μία 
ευθεία γραμμή. Με αφετηρία την ευθεία γραμμή, ο κρίκος διέγραψε τρεις ακόμα 
κάθετες γραμμές με αποτέλεσμα να σχηματιστεί ένα κεφαλαίο Ε (Εικόνα 10). Η όλη 
διαδικασία έγινε με ασηπτικές συνθήκες που συμπεριλάμβανε την αποστείρωση του 
κρίκου σε λύχνο Bunsen. Μετά την παρέλευση 24 ωρών τα βλαστάνοντα σπόρια 
εντοπίζονταν, με τη βοήθεια οπτικού μικροσκοπίου (Motic BA310) σε μεγέθυνση 
100X, συνήθως στο τέλος των κάθετων γραμμών, και μεταφέρονταν ασηπτικά, μαζί με 
μικρό τμήμα του θρεπτικού υλικού, σε δοκιμαστικούς σωλήνες που περιείχαν ομοίως 
θρεπτικό υπόστρωμα PGA και έπειτα σε επωαστικό θάλαμο στους 20οC.  
 
Εικόνα 10: Δημιουργία Ε για μονόσπορη καλλιέργεια. 
 
Πίνακας 2: Απομονώσεις του μύκητα Venturia inaequalis. 
Περιοχή Χωράφια Χημικές Επεμβάσεις Απομονώσεις 
Βυζίτσα Μαγνησίας 1 Ναι 15 
Καλά Νερά 
Μαγνησίας 
 
2 
Ναι 15 
Καμία 12 
Μαυροχώρι 
Καστοριάς 
1 
Ναι 
15 
Πολυκάρπι 
Καστοριάς 
2 
Ναι 
3 
Ναι 
13 
Σύνολο απομονώσεων 73 
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2.3. Ταυτοποίηση του μύκητα 
Η ταυτοποίηση του μύκητα Venturia inaequalis έγινε βάσει μορφολογικών 
χαρακτηριστικών των σπορίων, όπως αυτά έχουν περιγραφεί από τους Machardy 
(1996), Caffier et al., (2012) και De Gracia et al., (2015) όπου το μήκος των σπορίων 
βρίσκεται μεταξύ 12-30 μm και το πλάτος κυμαίνεται από 6 έως 12,5 μm. Η 
παρατήρηση έγινε με σύνθετο οπτικό μικροσκόπιο (Nikon Labophot-2 EFD3), σε 
μεγέθυνση 200Χ, ενώ οι μετρήσεις των διαστάσεων των σπορίων έγιναν με τη χρήση 
του λογισμικού Motic Images Plus 2.0. Η ταυτοποίηση του μύκητα έγινε συγκεκριμένα 
από τη μέτρηση του μήκους και του πλάτους 50 σπορίων από 20 τυχαίες απομονώσεις 
(Εικόνα 11). 
 
 
Εικόνα 11: Σπόρια του μύκητα σε μεγέθυνση 200Χ από οπτικό μικροσκόπιο. 
 
 
2.4. Μελέτη ανθεκτικότητας του μύκητα σε μυκητοκτόνα  
Η ευαισθησία του μύκητα Venturia inaequalis σε 5 χημικές ομάδες 
μυκητοκτόνων ελέγχθηκε με βάση τρεις παραμέτρους. Μελετήθηκε  η βλάστηση 
σπορίων, η ανάπτυξη του βλαστικού  σωλήνα του σπορίου και η μυκηλιακή ανάπτυξη 
του μύκητα. Τα πειράματα ευαισθησίας πραγματοποιήθηκαν σε πλάκα 
μικροτιτλοδότησης. 
Για τη μελέτη του μύκητα δοκιμάστηκαν 4 θρεπτικά υλικά, το Potato Glucose 
Broth (PGB: 200 g πατάτα, 15 g γλυκόζη σε 1 L νερό, αποστείρωση στους 120 οC για 
20 λεπτά), το Malt Extract Broth (ΜΕΒ: 20 g Malt extract, 20 g γλυκόζη, 5 g πεπτόνη 
σε 1 L νερό, αποστειρωμένο πριν τη χρήση) (Atlas, 2010), χυμός μήλου του εμπορίου 
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και το υπόστρωμα ανόργανων αλάτων (Mineral medium: 2 g KH2PO4, 1,5 g K2HPO4, 
0,5 g MgSO4 . 7H2O, 1 g (NH4)2SO4, 10 g γλυκόζη, 2 g yeast extract). Η επιλογή του 
υποστρώματος έγινε με βάση την ανάπτυξη του μύκητα (βλάστηση σπορίων σε 24 
ώρες) και με βάση τη μικρότερη επιρροή του στη δράση των μυκητοκτόνων. Έχει  
αναφερθεί από τους Leroux et al., (2002) ότι σε σύνθετα θρεπτικά υλικά ανάπτυξης η 
αντίδραση του παθογόνου είναι ποικίλη, εξαιτίας της ικανότητάς του να προσλαμβάνει 
θρεπτικά στοιχεία από το υπόστρωμα, τα οποία αλλοιώνουν τον τρόπο δράσης των 
μυκητοκτόνων αυτών. 
Οι απομονώσεις αξιολογήθηκαν με βάση τη τιμή ΕC50, η οποία εκφράζει τη 
συγκέντρωση του μυκητοκτόνου που προκαλεί 50 % παρεμπόδιση στη μυκηλιακή 
ανάπτυξη του μύκητα σε σχέση με το μάρτυρα, και επίσης με τη χρήση του συντελεστή 
ανθεκτικότητας (RF: Resistance factor).   
Για τον προσδιορισμό των τιμών EC50 για κάθε μυκητοκτόνο, τα αποτελέσματα 
των συγκεντρώσεων από κάθε επανάληψη  συγκρίνονταν με αυτά του μάρτυρα. Οι 
τιμές EC50 υπολογίστηκαν στατιστικά με τον έλεγχο probit. 
Οι απομονώσεις ταξινομήθηκαν σε ευαίσθητες (S), μετρίως ανθεκτικές (MR) και 
ανθεκτικές (R) με βάση τις τιμές EC50 και  RF. 
Το RF ισούται με το λόγο του ΕC50 της κάθε απομόνωσης δια του EC50 της 
ευαίσθητης απομόνωσης ή του μέσου όρου των ευαίσθητων απομονώσεων. Ο λόγος RF 
όταν είναι μικρότερος του 3 χαρακτηρίζει τις ευαίσθητες απομονώσεις, ενώ όταν είναι 
μεταξύ 3 και 20 χαρακτηρίζει τις μετρίως ανθεκτικές (μειωμένης ευαισθησίας). Για τον 
χαρακτηρισμό των ανθεκτικών απομονώσεων ο λόγος πρέπει να είναι μεγαλύτερος 20 
(Gouot, 1994, Rekanović et al., 2010). Στον υπολογισμό της τιμής RF στη μυκηλιακή 
ανάπτυξη, την ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα και τη βλάστηση των σπορίων, 
επιλέχθηκε η απομόνωση B6 που εμφάνισε ευαισθησία στα μυκητοκτόνα και στις τρεις 
δοκιμές. 
 
2.4.1. Δραστικές ουσίες - σκευάσματα 
Η ανθεκτικότητα του παθογόνου μελετήθηκε στις εξής χημικές ομάδες: 
Γουανιδίνες (dodine), Στρομπιλουρίνες (kresoxim-methyl), Τριαζόλες (cyproconazole), 
Ανιλινοπυριμιδίνες (cyprodinil), Πυριδινοκαρβοξαμίδια (boscalid). Οι δραστικές ουσίες 
χρησιμοποιήθηκαν από εμπορικά σκευάσματα (Πίνακας 3) και σε συγκεντρώσεις  
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0,001/0,01/0,1/1/10 mg L
-1
. Για να ληφθούν οι τελικές συγκεντρώσεις κάθε 
μυκητοκτόνου (mg δ.ο L-1), έγιναν διαδοχικές αραιώσεις από πυκνά διαλύματα 
συγκέντρωσης 1000 mg L-1. Πιο συγκεκριμένα, το πυκνό διάλυμα αραιώθηκε σε 
αποστειρωμένο νερό σε ογκομετρική φιάλη, ενώ η δημιουργία των διαφορετικών 
δόσεων μυκητοκτόνου για τα πειράματα ευαισθησίας έγινε σε υγρό θρεπτικό  υλικό σε 
μπουκάλια τύπου Universal και σε τελικό όγκο 10 ml. 
Η χρήση μυκητοκτόνων της ομάδας των στρομπιλουρίνων απαιτεί την προσθήκη 
σαλικυλυδροξαμικού οξέος (SHAM), παρεμποδιστή της λειτουργίας της εναλλακτικής 
αναπνοής. Η τελική συγκέντρωση του διαλύτη (αποστειρωμένο - απιονισμένο νερό) 
στο θρεπτικό υπόστρωμα δεν ξεπερνούσε το 1%. 
 
Πίνακας 3: Σκευάσματα που χρησιμοποιήθηκαν. 
Δραστική ουσία Εμπορικό 
σκεύασμα 
Χημική ομάδα Συγκεντρώσεις (mg 
δ.ο  L-1) 
Dodine Syllit 400 SC, 
AGRIPHAR 
Γουανιδίνες  
 
 
 
0,001-0,01-0,1-1-10 
 
Kresoxim-methyl Feranto 50 WG, 
BASF 
Στρομπιλουρίνες 
Cyproconazole Atemi 10 WG, 
Syngenta 
Τριαζόλες 
Cyprodinil Chorus 50 WG, 
Syngenta  
Ανιλοπυριμιδίνες 
Boscalid 5101F, 50 WG, 
BASF 
Πυριδινοκαρβοξαμίδια 
 
 
2.4.2. Μυκηλιακή ανάπτυξη   
Οι δοκιμές ευαισθησίας του μύκητα Venturia inaequalis, σε διάφορες χημικές 
ομάδες μυκητοκτόνων με έλεγχο της ανάπτυξης του μυκηλίου, πραγματοποιήθηκαν σε 
πλάκες μικροτιτλοδότησης με 96 βοθρία, με τροποποίηση της μεθόδου που έχει 
περιγραφεί στη FRAC (Fungicide Resistance Action Committee) για τους μύκητες 
Phytophthora infestans και Botrytis cinerea.  
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Για τις δοκιμές αυτές χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 31 απομονώσεις (θρεπτικό 
υλικό ανάπτυξης PGA), οι οποίες αναπτύσσονταν σε επωαστικό  θάλαμο στους 20 oC 
για 3 εβδομάδες. Το αιώρημα σπορίων γινόταν με την προσθήκη 17 mL υγρού 
θρεπτικού υλικού μέσα σε δοκιμαστικό σωλήνα και τα σπόρια ελευθερώνονταν με 
τριβή υάλινης ράβδου στην επιφάνεια της αποικίας, με αποτέλεσμα τη θραύση του 
μυκηλίου και την αποκοπή των σπορίων. Στη συνέχεια, με τη βοήθεια τετραπλού 
στρώματος αποστειρωμένης μουσελίνας, που λειτουργούσε ως ηθμός, κατακρατούνταν 
τα θραύσματα μυκηλίου και προέκυπτε υδατικό αιώρημα σπορίων. Η μέτρηση της 
συγκέντρωσης των σπορίων του αιωρήματος έγινε με τη χρήση του αιματοκυττόμετρου 
(Neubauer, Rhône-Poulenc) σε οπτικό μικροσκόπιο (Motic BA310). Η τελική 
συγκέντρωση των σπορίων 104 σπόρια/ mL επετεύχθη με διαδοχικές αραιώσεις.  
Το πλάνο που ακολουθήθηκε φαίνεται στην Εικόνα 12. Συνολικά για κάθε 
απομόνωση πραγματοποιήθηκαν 6 επαναλήψεις: 3 επαναλήψεις ανά πλάκα, δηλαδή 
χρησιμοποιήθηκαν δύο πλάκες μικροτιτλοδότησης για κάθε απομόνωση. Στις δοκιμές, 
το αιώρημα σπορίων και οι αραιώσεις των μυκητοκτόνων γίνονταν στο ίδιο θρεπτικό 
υλικό κάθε φορά. Κάθε επανάληψη περιελάμβανε τα 5 μυκητοκτόνα (dodine, 
kresoxim-methyl, cyproconazole, cyprodinil, boscalid) στις 5 διαφορετικές 
συγκεντρώσεις (0,001/0,01/0,1/1/10 mg L-1). Οι μάρτυρες που χρησιμοποιήθηκαν σε 
κάθε επανάληψη ήταν: οι μέγιστες συγκεντρώσεις (10 mg L-1) των 5 μυκητοκτόνων 
χωρίς σπόρια, το υγρό θρεπτικό υλικό χωρίς σπόρια και μυκητοκτόνο, και τα σπόρια 
του μύκητα χωρίς μυκητοκτόνο (control).  
Κάθε βοθρίο της πλάκας πληρώθηκε με συνολικό όγκο 200 μL, από τα οποία τα 
100 μL ήταν το αιώρημα σπορίων και τα άλλα 100 μL το μυκητοκτόνο.  
Οι δύο πλάκες μικροτιτλοδότησης της κάθε απομόνωσης, καλύπτονταν και 
επωάζονταν σε θάλαμο ανάπτυξης στους 20 οC για να μετρηθούν έπειτα από 7 ημέρες. 
Η μία από τις δύο πλάκες χρησιμοποιούταν και για μέτρηση στις 0 ημέρες, δηλαδή 
μετρούταν τη στιγμή αμέσως μετά την ετοιμασία της και έπειτα επωαζόταν στο θάλαμο 
ανάπτυξης στους 20 οC για 7 ημέρες. 
Για τη μελέτη ανάπτυξης του μυκηλίου χρησιμοποιήθηκε φωτόμετρο Biotek 
ELx808 του Εργαστηρίου Εντομολογίας του Τμήματος Γεωπονίας Φυτικής Παραγωγής 
και Αγροτικού Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και οι μετρήσεις έγιναν 
στα 405nm.  
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                                   Rep 1                                                                                         Rep 2                                                                                        Rep 3 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Dodine 
0,001 
Kresoxim-
methyl 
1 
Cyprodinil 
0,01 
Boscalid 
10 
Dodine 
0,001 
Kresoxim-
methyl 
1 
Cyprodini
l 
0,01 
Boscalid 
10 
Dodine 
0,001 
Kresoxim-
methyl 
1 
Cyprodinil 
0,01 
Boscalid 
10 
B Dodine 
0,01 
Kresoxim-
methyl 
10 
Cyprodinil 
0,1 
PGB+σπόρια 
 
M 
Dodine 
0,01 
Kresoxim-
methyl 
10 
Cyprodini
l 
0,1 
PGB+σπόρια 
 
M 
Dodine 
0,01 
Kresoxim-
methyl 
10 
Cyprodinil 
0,1 
PGB+σπόρια 
 
M 
C Dodine 
0,1 
Cyproconazole 
0,001 
Cyprodinil 
1 
PGB 
 
M 
Dodine 
0,1 
Cyproconazole 
0,001 
Cyprodini
l 
1 
PGB 
 
M 
Dodine 
0,1 
Cyproconazole 
0,001 
Cyprodinil 
1 
PGB 
 
M 
D Dodine 
1 
Cyproconazole 
0,01 
Cyprodinil 
10 
PGB+ Dodine 
          10 
M 
Dodine 
1 
Cyproconazole 
0,01 
Cyprodini
l 
10 
PGB+ Dodine 
          10 
M 
Dodine 
1 
Cyproconazole 
0,01 
Cyprodinil 
10 
PGB+ Dodine 
          10 
M 
E Dodine 
10 
Cyproconazole 
0,1 
Boscalid 
0,001 
PGB+ Kresox 
          10 
M 
Dodine 
10 
Cyproconazole 
0,1 
Boscalid 
0,001 
PGB+ Kresox 
          10 
M 
Dodine 
10 
Cyproconazole 
0,1 
Boscalid 
0,001 
PGB+ Kresox 
          10 
M 
F Kresoxim-
methyl 
0,001 
Cyproconazole 
1 
Boscalid 
0,01 
PGB+ Cyz 
          10 
M 
Kresoxim-
methyl 
0,001 
Cyproconazole 
1 
Boscalid 
0,01 
PGB+ Cyz 
          10 
M 
Kresoxim
-methyl 
0,001 
Cyproconazole 
1 
Boscalid 
0,01 
PGB+ Cyz 
          10 
M 
G Kresoxim-
methyl 
0,01 
Cyproconazole 
10 
Boscalid 
0,1 
PGB+ Cyd 
          10 
M 
Kresoxim-
methyl 
0,01 
Cyproconazole 
10 
Boscalid 
0,1 
PGB+ Cyd 
          10 
M 
Kresoxim
-methyl 
0,01 
Cyproconazole 
10 
Boscalid 
0,1 
PGB+ Cyd 
          10 
M 
H Kresoxim-
methyl 
0,01 
Cyprodinil 
0,001 
Boscalid 
1 
PGB+Boscalid 
          10 
M 
Kresoxim-
methyl 
0,01 
Cyprodinil 
0,001 
Boscalid 
1 
PGB+Boscalid 
          10 
M 
Kresoxim
-methyl 
0,01 
Cyprodinil 
0,001 
Boscalid 
1 
PGB+Boscalid 
          10 
M 
Εικόνα 12: Πλάνο πλάκας μικροτιτλοδότησης που εφαρμόστηκε. 
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2.4.3. Επιμήκυνση βλαστικού σωλήνα 
Οι δοκιμές για τη μελέτη ευαισθησίας του μύκητα Venturia inaequalis με βάση το 
μέγεθος του βλαστικού σωλήνα, πραγματοποιήθηκαν στην πλάκα μικροτιτλοδότησης 
και στις συγκεντρώσεις που αναφέρθηκαν στην παράγραφο 2.4.1. Η πλάκα που 
δημιουργήθηκε για τη μέτρηση στις 0 ημέρες, χρησιμοποιούταν και για τη μέτρηση της 
ανάπτυξης του βλαστικού σωλήνα. Ο έλεγχος της ανάπτυξης γινόταν μετά από 24 ώρες 
με παρατήρηση σε ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο (Olympus IX50-S8F2), των 
σπορίων που βλάστησαν και έχουν βλαστικό σωλήνα που να είναι μεγαλύτερος από το 
μήκος του σπορίου. Συνολικά μετρούνταν ο βλαστικός σωλήνας από 100 σπόρια σε 
κάθε βοθρίο, ενώ η μελέτη έγινε για 31 απομονώσεις. 
 
2.4.4. Βλάστηση σπορίων 
Στο πλαίσιο μελέτης της ευαισθησίας του μύκητα στα μυκητοκτόνα, μελετήθηκε 
και η βλάστηση των σπορίων στις προαναφερθείσες συγκεντρώσεις των μυκητοκτόνων 
(παράγραφος 2.4.1.) σε πλάκα μικροτιτλοδότησης. Η πλάκα που μετρήθηκε αμέσως 
μετά την προσθήκη των σπορίων και των αραιώσεων των μυκητοκτόνων, 
χρησιμοποιούταν και για τη μέτρηση της βλάστησης των σπορίων. Ο έλεγχος της 
βλάστησης γινόταν μετά από 24 ώρες με παρατήρηση των σπορίων σε ανάστροφο 
οπτικό μικροσκόπιο (Olympus IX50-S8F2). Συνολικά μετρούνταν 100 σπόρια σε κάθε 
βοθρίο της πλάκας, ενώ η μελέτη έγινε για 31 απομονώσεις.  
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2.5. Μελέτη γενετικής βάσης ανθεκτικότητας σε μυκητοκτόνα 
 
2.5.1. Εξαγωγή DNA 
Η εξαγωγή ολικού DNA πραγματοποιήθηκε συνολικά σε 19 απομονώσεις του 
μύκητα Venturia inaequalis και ακολουθήθηκε παρόμοιο πρωτόκολλο με το 
πρωτόκολλο που εφαρμόστηκε από τους Lodhi et al., (1994) με κάποιες τροποποιήσεις 
για τον συγκεκριμένο μύκητα. Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην εξαγωγή 
του ολικού DNA παρασκευάστηκαν σύμφωνα με τους Sambrook et al., (1989). 
Μυκηλιακός δίσκος διαμέτρου 5 mm, από αποικίες του μύκητα ηλικίας 21 
ημερών,  σε θρεπτικό υπόστρωμα PGA, μεταφέρθηκε με ασηπτικές συνθήκες, σε 
κωνική φιάλη τύπου Erlenmeyer χωρητικότητας 100 ή 250 mL με 50 mL υγρό θρεπτικό 
υλικό PGB. Η κωνική φιάλη τοποθετήθηκε σε επωαστικό θάλαμο με περιστρεφόμενη 
βάση (για εξασφάλιση αερισμού) σε 150 στροφές/λεπτό και σε θερμοκρασία 20 οC και 
έγινε επώαση για 4  εβδομάδες ώστε να γίνει η ανάπτυξη του μυκηλίου. 
Εν συνεχεία, η υγρή καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε στα 4500g για 30 λεπτά. Το 
ίζημα (μυκήλιο) χρησιμοποιήθηκε για την εξαγωγή DNA, σύμφωνα με το πρωτόκολλο 
των Lodhi et al., (1994). 
Σε 200 mg μυκηλίου (από το οποίο είχε αφαιρεθεί η υγρασία με τη βοήθεια 
διηθητικού χαρτιού) έγινε προσθήκη 400 μL CTAB (διάλυμα εξαγωγής, το οποίο 
παρασκευάστηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο των Doyle and Doyle, (1990): 60 mL 
απιονισμένο νερό, 2 g hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB), 28 mL NaCl 
5M, 4 mL διαλύματος Disodium Ethylenediaminetetraacetate . 2 H2O (EDTA) 0,5M, 5 
mL Tris HCl, 0,2 mL 2-mercaptoethanol) και 25 mg PVP 25 και το μίγμα 
ομογενοποιήθηκε και επωάστηκε στους 60 οC για 25 λεπτά. Ακολούθησε ανάδευση και 
προσθήκη ίσου όγκου μίγματος φαινόλης:χλωροφορμίου 1:1 και νέα ανάδευση με 
αναστροφή ώστε να δημιουργηθεί γαλάκτωμα. Μετά από φυγοκέντρηση στα 13000g 
για 5 λεπτά, η υδατική  φάση (υπερκείμενη) μεταφέρθηκε σε νέο φιαλίδιο και 
προστέθηκε 1/2 του όγκου NaCl 5M (292,2 g NaCl σε 1 L απιονισμένο νερό) και 2 
όγκοι αιθυλικής αλκοόλης (EtOH) 95% (αποθηκευμένη  στους -20 οC) και 
πραγματοποιήθηκε καλή ανάδευση με αναστροφή του φιαλιδίου. Μετά από ανάδευση 
του μίγματος η κατακρήμνιση των νουκλεϊκών οξέων επικουρήθηκε με ψύξη του 
μίγματος στους -20 οC  για 12 ώρες. 
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Ακολούθησε φυγοκέντρηση σε 13000g για 10 λεπτά. Πραγματοποιήθηκε 
απόρριψη της υγρού και διατήρηση του ιζήματος (pellet). Έπειτα έγινε πλύση του 
ιζήματος με 70% EtOH (αποθηκευμένη  στους -20 οC) όγκου 1 ml και φυγοκεντρήθηκε 
σε 13000g για 5 λεπτά. Τέλος, αφού στέγνωσε το ίζημα,  διαλύθηκε σε 50 – 100 μL 
υπερκάθαρου νερού (αποθηκευμένο στους -20 οC). 
 
2.5.2. Μέτρηση DNA 
Η συγκέντρωση του ολικού DNA, καθώς και η καθαρότητα (λόγος Α260/Α280) 
του δείγματος, υπολογίστηκε με χρήση φασματοφωτόμετρου και μέτρηση της 
απορρόφησης στα 260 nm και στα 280 nm. Οι αποδεκτές τιμές καθαρότητας του DNA 
είναι μεταξύ 1,8 και 2 (Sambrook et al., 1989). 
 
 
2.5.3.  Ανθεκτικότητα στις στρομπιλουρίνες  
Για τη μελέτη της γενετικής βάσης της εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών στις 
στρομπιλουρίνες, πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με χρήση  
δύο ζευγών εξειδικευμένων εκκινητών (Sigma-Aldrich) για αλληλόμορφα γονίδια. Οι 
εκκινητές είναι σχεδιασμένοι για την ανίχνευση μεταλλάξεων στο γονίδιο του 
κυτοχρώματος b (cyt b). Το  πρώτο ζεύγος εκκινητών cytb-BcF + cytb-BcR 
σχεδιάστηκε για την ύπαρξη μεταλλάξεων στα κωδικόνια 137 και 143 στο κυτόχρωμα 
b, ενώ το δεύτερο ζεύγος εκκινητών cytb129-F + cytb129-R για μετάλλαξη στο 
κωδικόνιο 129 στο κυτόχρωμα b. Μετάλλαξη στο κωδικόνιο 143 οδηγεί στην 
αντικατάσταση της γλυκίνη σε αλανίνη (G143A), ενώ στο κωδικόνιο 137 η γλυκίνη 
αντικαθίσταται από την αργινίνη. Στο κωδικόνιο στη θέση 129, μεταλλάξεις στη θέση 
αυτή οδηγούν στην αντικατάσταση της φαινυλαλανίνης από λευκίνη (F129L). Στον 
παρακάτω Πίνακα 4 παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των εκκινητών, καθώς και τα 
ζεύγη βάσεων στα οποία δίνουν προϊόντα.  
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Πίνακας 4: Λίστα εκκινητών. 
Εκκινητές Αλληλουχία (5΄ – 3΄) Χαρακτηριστικά Προϊόντα 
PCR (bp) 
cytb-BcF TAAAGTGGTATAACCCGACGG Μετάλλαξη στα 
κωδικόνια 137 και 
143 
1768  
         & 
564 
cytb-BcR CCATCTCCATCCACCATACCT 
cytb129-F GCATAAAGCATTGGGGCTAA Μετάλλαξη στο 
κωδικόνιο 129 
 
978 cytb129-R CCGTCTGGCGTCACTATAAAT 
 
Η αντιδράσεις έγιναν σε συνολικό όγκο 25 μL (12,5 μL Taq 2X Master Mix (New 
England Biolabs), 1,25 μL από κάθε εκκινητή (forward/reverse), 5 μL DNA και 5 μL 
υπερκάθαρο νερό). Έπειτα τοποθετήθηκαν τα φιαλίδια στον κυκλοποιητή. 
Το θερμοκρασιακό προφίλ της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν αυτό που ακολούθησαν και οι Jiang et al., (2009) όπως φαίνεται 
στον Πίνακα 5. 
 
Πίνακας 5: Θερμοκρασιακό προφίλ αντίδρασης των δύο ζευγών εκκινητών. 
Κύκλοι Θερμοκρασία Χρόνος Διαδικασία 
1 95
 o
C 3 λεπτά  
 
40 
94
 o
C 40 δευτερόλεπτα Αποδιάταξη δίκλωνου 
DNA 
55
 o
C 40 δευτερόλεπτα Υβριδισμός 
εκκινητών με μητρική 
αλυσίδα DNA 
68
 o
C 90 δευτερόλεπτα Επιμήκυνση 
θυγατρικών αλυσίδων 
1 68
 o
C 5 λεπτά Τελική ενίσχυση 
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Μετά το τέλος της αντίδρασης, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση των 
προϊόντων της PCR. Η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR πραγματοποιήθηκε σε 
πηκτή αγαρόζης 1 % σε 1Χ Tris-borate-EDTA (10Χ TBE: 55 g Boric Acid, 108 g Tris, 
40 mL EDTA 0,5Μ σε τελικό όγκο απιονισμένου νερού 1 L, Sambrook et al., 1989). 
Οι κλίμακες (ladder) που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι  1 kb και ΦΧ174 (20 μL 
ladder, 20 μL ρυθμιστικού διαλύματος της PCR, 60 μL διάλυμα φόρτωσης και 100 μL 
υπερκάθαρο νερό). 
 
2.6. Γενετική ποικιλομορφία απομονώσεων του μύκητα Venturia 
inaequalis 
Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε μελέτη του γονιδιώματος των 
απομονώσεων του μύκητα από τις διάφορες περιοχές του Πηλίου και περιοχών της 
Καστοριάς. Η γενετική ποικιλομορφία μελετήθηκε με μοριακούς δείκτες RAPDs. 
Βασίζονται στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), όπου οι εκκινητές είναι 
μικρού μήκους και υβριδίζουν σε διάφορα σημεία. 
 
Εκκινητές RAPD 
Στην μελέτη του πληθυσμού του μύκητα Venturia inaequalis χρησιμοποιήθηκαν 
συνολικά 18 απομονώσεις και πιο συγκεκριμένα επιλέχθηκαν τρεις απομονώσεις από 
κάθε μηλεώνα (Πίνακας 6). Xρησιμοποιήθηκαν 6 εκκινητές όπως περιγράφεται στους 
Tenzer et al., 1999, οι οποίοι επιλέχθηκαν επειδή είναι ικανοί να δώσουν ξεκάθαρες 
ζώνες και εξαιτίας του πολυμορφισμού τους. Οι εκκινητές (Sigma-Aldrich) που 
χρησιμοποιήθηκαν για την ταξινόμηση 18 επιλεγμένων απομονώσεων του μύκητα 
Venturia inaequalis (επιλογή τριών απομονώσεων από κάθε μηλεώνα) είναι οι εξής: 
D07, E15, F01,  F04,  U10 και U19. Στον Πίνακα 7 παρουσιάζονται τα χαρακτηριστικά 
των εκκινητών. 
Για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκε το ολικό DNA από 
τις 18 απομονώσεις. Αρχικά πραγματοποιήθηκε αραίωση των εκκινητών σε τελική 
συγκέντρωση 100 μΜ. Σύμφωνα με το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε (Tenzer et al., 
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1999) η επιθυμητή συγκέντρωση εκκινητών στην αντίδραση είναι 0,3 μΜ και η 
επιθυμητή συγκέντρωση DNA για κάθε αντίδραση είναι 5 ng. 
Ο συνολικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 25 μL και συγκεκριμένα τα 
προϊόντα ήταν: 12,5 μL Taq 2X Master Mix (New England Biolabs), 1 μL εκκινητή, 1 
μL DNA και 10,5 μL υπερκάθαρο νερό. 
Αρνητικός μάρτυρας  ήταν αντίδραση που περιείχε τα προαναφερθέντα 
αντιδρώντα χωρίς την προσθήκη DNA, ενώ σε κάθε ομάδα αντιδράσεων που λάμβαναν 
χώρα στον θερμοκυκλοποιητή. 
Το θερμοκρασιακό προφίλ της αντίδρασης που χρησιμοποιήθηκε ήταν αυτό που 
εφάρμοσαν και οι Tenzer et al., (1999) και Koller et al., (1993) σε πειράματά τους με 
κάποια τροποποίηση (Πίνακας 8). 
 
Πίνακας 6: Απομονώσεις του μύκητα Venturia inaequalis που χρησιμοποιήθηκαν για τη 
μελέτη της γενετικής παραλλακτικότητας. 
Απομόνωση Μηλεώνες Περιοχή 
ΚΒ2 
2 
 Καλά Nερά Μαγνησίας 
ΚΒ11 
ΚΒ17 
ΚΑ2 
ΚΑ8 
ΚΑ11 
Β5 
1 Βυζίτσα Μαγνησίας 
Β8 
Β13 
ΤΖ5 
1 Μαυροχώρι Καστοριάς 
ΤΖ9 
ΤΖ23 
PR1 
2 Πολυκάρπι Καστοριάς 
PR2 
PR12 
PD5 
PD10 
PD13 
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Πίνακας 7: Χαρακτηριστικά των εκκινητών. 
Όνομα Μήκος μL για 
100μM 
Αλληλουχία (5΄- 3΄) 
D07 10 405 TTGGCACGGG 
E15 10 529 ACGCACAACC 
F01 10 260 ACGGATCCTG 
F04 10 468 GGTGATCAGG 
U10 10 499 ACCTCGGCAC 
U19 10 393 GTCAGTGCGG 
 
 
Πίνακας 8: Θερμοκρασιακό προφίλ αντίδρασης PCR RAPDs. 
Κύκλοι Θερμοκρασία Χρόνος Διαδικασία 
1 94 
o
C 2 λεπτά  
 
2 
94
 o
C 30 δευτερόλεπτα Αποδιάταξη δίκλωνου 
DNA 
36
 o
C 30 δευτερόλεπτα Υβριδισμός εκκινητών με 
μητρική αλυσίδα DNA 
68
 o
C 120 δευτερόλεπτα Επιμήκυνση θυγατρικών 
αλυσίδων 
 
 
20 
94
 o
C 20 δευτερόλεπτα Αποδιάταξη δίκλωνου 
DNA 
36
 o
C 15 δευτερόλεπτα Υβριδισμός εκκινητών με 
μητρική αλυσίδα DNA 45 oC 15 δευτερόλεπτα 
68
 o
C 90 δευτερόλεπτα Επιμήκυνση θυγατρικών 
αλυσίδων 
 
 
 
19 
94
 o
C 20 δευτερόλεπτα 
(αυξανόμενο 1 
δευτερόλεπτο/κύκλο) 
Αποδιάταξη δίκλωνου 
DNA 
36
 o
C 15 δευτερόλεπτα Υβριδισμός εκκινητών με 
μητρική αλυσίδα DNA 45 oC 15 δευτερόλεπτα 
68
 o
C 120 δευτερόλεπτα 
(αυξανόμενο 3 
δευτερόλεπτα/κύκλο) 
Επιμήκυνση θυγατρικών 
αλυσίδων 
1 68
 o
C 10 λεπτά Τελική ενίσχυση 
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Μετά το τέλος της PCR τα δείγματα διατηρήθηκαν στου -20 οC μέχρι να 
πραγματοποιηθεί η ηλεκτροφόρηση του πήγματος αγαρόζης. 
Η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR πραγματοποιήθηκε σε πηκτή 
αγαρόζης 1 % (σε ρυθμιστικό διάλυμα 1Χ Tris-borate-EDTA, TBE) στα 170 V, όπως 
έχει περιγραφεί και στην παράγραφο 2.5.3. Τέλος, ακολούθησε χρώση με 50 μL 
βρωμιούχο αιθίδιο και η απεικόνιση των προϊόντων έγινε κάτω από ακτινοβολία UV 
στα 312 nm. 
 
2.7. Στατιστική ανάλυση 
Οι τιμές EC50 για την ανάπτυξη του μυκηλίου, τη βλάστηση των σπορίων και την 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα υπολογίστηκαν από τη γραμμική συσχέτιση της 
αναστολής κάθε σταδίου ανάπτυξης εκφραζόμενη σε μονάδες probits με το δεκαδικό 
λογάριθμο των συγκεντρώσεων κάθε μυκητοκτόνου. Η στατιστική επεξεργασία των 
δεδομένων έγινε με το στατιστικό πακέτο SPSS (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS 
Statistics for Windows, Version 20.0). 
Η στατιστική επεξεργασία για τη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας των 
απομονώσεων του μύκητα Venturia inaequalis έγινε με τη χρήση του Microsoft Office 
Excel 2007.  
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Κεφάλαιο 3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1. Παρατήρηση ποικιλομορφίας σπορίων του μύκητα 
Η ταυτοποίηση του είδους του μύκητα Venturia inaequalis πραγματοποιήθηκε με 
μικροσκοπική παρατήρηση των μορφολογικών χαρακτηριστικών των σπορίων του 
μύκητα από 20 απομονώσεις και μετρήθηκαν 50 σπόρια από κάθε απομόνωση. Τα 
σπόρια ήταν ελαιώδους χρώματος και αχλαδοειδούς σχήματος με ένα συνήθως 
εγκάρσιο χώρισμα (septum) (Εικόνα 13 και 14). Στους Πίνακες 28 και 29 (Παράρτημα 
Ι), παρουσιάζονται τα μεγέθη (μήκος και πλάτος) των σπορίων από τις 20 απομονώσεις 
(Εικόνα 15). Στο Σχήμα 1 απεικονίζονται διαγραμματικά οι μέσοι όροι και οι τυπικές 
αποκλίσεις από τα μήκη και πλάτη των σπορίων των απομονώσεων, οι οποίες δεν 
βρέθηκαν να διαφέρουν στατιστικά σημαντικά μεταξύ τους (p = 0,5). 
 
 
Εικόνα 13: Κονίδια και κονιδιοφόρος του Venturia inaequalis (οπτικό μικροσκόπιο, 
μεγέθυνση 100Χ). 
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Εικόνα 14: Υφές του μύκητα Venturia inaequalis (οπτικό μικροσκόπιο, μεγέθυνση 100Χ). 
 
 
Εικόνα 15: Μέτρηση μήκους και πλάτους σπορίου του Venturia inaequalis (μεγέθυνση 
200Χ).
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Σχήμα 1: Μέσοι όροι και τυπικές αποκλίσεις από τα μεγέθη των σπορίων των 20 
απομονώσεων. 
 
 
3.2. Μελέτη ευαισθησίας του μύκητα σε πλάκα 
μικροτιτλοδότησης 
Για τις βιοδοκιμές ευαισθησίας στα μυκητοκτόνα, μετά από μελέτη της 
ανάπτυξης του μύκητα στα υγρά υποστρώματα Potato Glucose Broth, Malt Extract 
Broth, χυμό μήλου και υπόστρωμα ανόργανων αλάτων (Mineral medium), έγινε 
επιλογή του Potato Glucose Broth (PGB). Το PGB επιλέχθηκε ως το πιο ικανοποιητικό 
μέσο ανάπτυξης για τον έλεγχο των 5 μυκητοκτόνων στις 5 διαφορετικές 
συγκεντρώσεις. Στο υπόστρωμα ανόργανων αλάτων, στο Malt Extract Broth και  στο 
χυμό μήλου παρατηρήθηκε πιο αργή ανάπτυξη του μύκητα, όπου η βλάστηση των 
σπορίων ξεπέρασε κατά πολύ τις 24 ώρες, που συνήθως έχει πραγματοποιηθεί ήδη και 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα των σπορίων. Επίσης, στο θρεπτικό μέσο Malt 
Extract Broth παρατηρήθηκε να παρεμποδίζεται η δράση των μυκητοκτόνων cyprodinil 
και boscalid. 
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Ο έλεγχος ευαισθησίας του μύκητα Venturia inaequalis στις 5 συγκεντρώσεις 
(0,001/0,01/0,1/1/10 mg L
-1) των 5 μυκητοκτόνων που ανήκουν σε διαφορετικές 
χημικές ομάδες, μελετήθηκε στην πλάκα μικροτιτλοδότησης με βάση την ανάπτυξη του 
μυκηλίου, την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα και τη βλάστηση των σπορίων. Ο 
έλεγχος και των τριών παραμέτρων πραγματοποιήθηκε διότι άλλα μυκητοκτόνα 
παρεμποδίζουν την βλάστηση των σπορίων και άλλα την ανάπτυξη του μυκηλίου και 
του βλαστικού σωλήνα. 
Η αξιολόγηση των απομονώσεων έγινε με βάση τις τιμές EC50 και RF. Η τιμή RF 
υπολογίστηκε για όλες τις απομονώσεις, είτε είναι ανθεκτικές είτε ευαίσθητες. 
Παρακάτω παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από τις δοκιμές για κάθε παράμετρο 
ξεχωριστά.  
 
3.2.1. Ανάπτυξη μυκηλίου 
Στον Πίνακα 9 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των τιμών EC50 και  RF για την 
ανάπτυξη μυκηλίου για κάθε δραστική ουσία σε κάθε απομόνωση. Επίσης, στην Εικόνα 
16 απεικονίζονται οι πλάκες μικροτιτλοδότησης μιας ευαίσθητης και μια ανθεκτικής 
απομόνωσης, όπου στην πλάκα της ανθεκτική απομόνωσης είναι ευδιάκριτη η 
ανάπτυξη του μυκηλίου και στις υψηλότερες συγκεντρώσεις κάθε μυκητοκτόνου. Στον 
Πίνακα 10 παρουσιάζονται οι απομονώσεις που εμφάνισαν ανθεκτικότητα στα 
μυκητοκτόνα ανά περιοχή. 
 
Ανθεκτικότητα στο dodine 
Οι δοκιμές ευαισθησίας στη δραστική ουσία dodine για την ανάπτυξη του 
μυκηλίου, έδειξαν ότι οι περισσότερες απομονώσεις εμφάνισαν ευαισθησία. Οι 
ευαίσθητες (S) απομονώσεις είχαν χαμηλές τιμές RF που κυμαίνονταν από 0,005 μέχρι 
2,91 και οι τιμές EC50 ήταν μεταξύ 0,001 και 0,64 mg L
-1 (Πίνακα 9). Αντίθετα, οι 
απομονώσεις PD2 και Β12 χαρακτηρίστηκαν ανθεκτικές (R) καθώς είχαν EC50 5,67 mg 
L
-1
 και πολύ μεγαλύτερο από την μέγιστη συγκέντρωση 10, αντίστοιχα. Για την 
απομόνωση PD2 ο συντελεστής RF ήταν 25,77, ενώ για την Β12 η τιμή RF ήταν πολύ 
μεγαλύτερη του 1000. 
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Ανθεκτικότητα στο kresoxim-methyl 
Στη δραστική ουσία kresoxim-methyl οι απομονώσεις Β12, ΤΖ5 και PD14 
αξιολογήθηκαν ως υψηλά ανθεκτικές καθώς παρουσίασαν τιμές EC50 αρκετά 
μεγαλύτερες από τη μέγιστη συγκέντρωση 10 και τιμές RF μεγαλύτερες του 1000. Οι 
απομονώσεις ΚΑ1 και ΤΖ23 θεωρήθηκαν ως μετρίως ανθεκτικές ή χαμηλής 
ευαισθησίας διότι είχαν συντελεστή ανθεκτικότητας 4,9 και 5,05, αντίστοιχα. Οι 
υπόλοιπες απομονώσεις ήταν ευαίσθητες με το EC50 να είναι μεταξύ 0,001 και 0,2 mg 
L
-1
 (Πίνακα 9). Στην Εικόνα 17 παρουσιάζεται η ανάπτυξη μυκηλίου ευαίσθητης 
απομόνωσης στο kresoxim-methyl όπως φαίνεται από ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο. 
 
Ανθεκτικότητα στο cyproconazole 
Στη δραστική ουσία cyproconazole, 4 απομονώσεις  (ΚΑ1, Β12, ΤΖ25, PD2) 
εμφάνισαν ανθεκτικότητα (R) με υψηλές τιμές EC50 και RF, ενώ μόνο η PD16 
χαρακτηρίστηκε μετρίως ανθεκτική (RF=16,57). Όλες οι υπόλοιπες απομονώσεις ήταν 
ευαίσθητες (S) στην εφαρμογή του cyproconazole με πολύ χαμηλές τιμές RF και EC50 
(Πίνακα 9). 
 
Ανθεκτικότητα στο cyprodinil 
Στη δοκιμή ευαισθησίας για το cyprodinil υπήρξαν 3 απομονώσεις που 
χαρακτηρίστηκαν ανθεκτικές (R) με τις Β12 και PD2 να έχουν RF >1000 και EC50 >10, 
ενώ η ΚΑ13 είχε EC50  9,75 mg L
-1
 και RF = 48,75. Οι υπόλοιπες απομονώσεις ήταν 
ευαίσθητες (S) με EC50 μικρότερο από 0,38 mg L
-1
 και RF μικρότερο  του 1,9, εκτός 
από την ΚΑ1 που θεωρήθηκε ως μετρίως ανθεκτική (MR) γιατί είχε RF = 3,65 και  
EC50 0,73 mg L
-1
 (Πίνακα 9). 
 
Ανθεκτικότητα στο  boscalid 
Στη δραστική ουσία boscalid η απομόνωση Β12 έδειξε υψηλή ανθεκτικότητα (R), 
όπως και σε όλα τα  προηγούμενα μυκητοκτόνα. Επίσης η PD2 εμφάνισε 
ανθεκτικότητα, όπως είχε βρεθεί στο cyproconazole και στο cyprodinil με πολύ υψηλές 
τιμές EC50 και RF. Ως ευαίσθητες (S) χαρακτηρίστηκαν οι υπόλοιπες απομονώσεις 
καθώς είχαν τιμές EC50 αρκετά χαμηλές και ο συντελεστής ανθεκτικότητας RF 
κυμαίνονταν μεταξύ 0,004 και 0,58 (Πίνακα 9).  
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Πίνακας 9: Τιμές EC50 και RF για την ανάπτυξη μυκηλίου απομονώσεων του μύκητα V. 
inaequalis. 
 Dodine Kresoxim- 
methyl 
Cyproconazole Cyprodinil Boscalid 
Απομόνωση EC50
1
 RF
2
 EC50 RF EC50 RF EC50 RF EC50 RF 
KB4 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,01 0,04 
KB6 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
KB7 0,10 0,46 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
KB21 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
KA1 0,28 1,27 0,98 4,9 >10 >1000 0,73 3,65 0,01 0,04 
KA5 0,01 0,045 0,001 0,005 0,03 0,14 0,001 0,005 0,03 0,13 
KA8 0,01 0,045 0,001 0,005 0,06 0,29 0,001 0,005 0,01 0,04 
KA10 0,01 0,045 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,01 0,04 
KA13 0,64 2,91 0,02 0,1 0,03 0,14 9,75 48,75 0,01 0,04 
B6
3
 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
B9 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
B12 >10 >1000 >10 >1000 >10 >1000 >10 >1000 >10 >1000 
B14 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
B17 0,001 0,005 0,01 0,05 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
B19 0,001 0,005 0,2 1 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
TZ2 0,05 0,23 0,02 0,1 0,14 0,67 0,15 0,75 0,06 0,25 
TZ5 0,13 0,59 >10 >1000 0,06 0,29 0,34 1,7 0,05 0,21 
TZ8 0,05 0,23 0,04 0,2 0,07 0,33 0,04 0,2 0,02 0,08 
TZ10 0,02 0,09 0,001 0,005 0,03 0,14 0,02 0,1 0,01 0,04 
TZ12 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
TZ19 0,02 0,09 0,001 0,005 0,04 0,19 0,03 0,15 0,03 0,13 
TZ23 0,03 0,14 1,01 5,05 0,04 0,19 0,02 0,1 0,03 0,13 
TZ25 0,08 0,36 0,19 0,95 >10 >1000 0,38 1,9 0,07 0,29 
PR1 0,01 0,05 0,001 0,005 0,01 0,05 0,01 0,05 0,02 0,08 
PR2 0,001 0,005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,001 0,005 0,02 0,08 
PD2 5,67 25,77 0,04 0,2 >10 >1000 >10 >1000 >10 >1000 
PD7 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,004 
PD11 0,02 0,09 0,001 0,005 0,04 0,19 0,02 0,1 0,02 0,08 
PD13 0,02 0,09 0,001 0,005 0,07 0,33 0,14 0,7 0,06 0,25 
PD14 0,01 0,05 >10 >1000 0,08 0,38 0,03 0,15 0,02 0,08 
PD16 0,03 0,14 0,001 0,005 3,48 16,57 0,16 0,8 0,14 0,58 
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1
EC50  είναι συγκέντρωση του μυκητοκτόνου που προκαλεί 50 % παρεμπόδιση στην μυκηλιακή 
ανάπτυξη του μύκητα σε σχέση με τον μάρτυρα. 
2
RF είναι ο συντελεστής ανθεκτικότητας.  Όταν RF < 3 – ευαίσθητη, RF = 3 – 20 > μετρίως ανθεκτική, 
RF > 20 – ανθεκτική. 
3Β6 η ευαίσθητη απομόνωση που χρησιμοποιήθηκε στον υπολογισμό των τιμών RF. 
 
 
Πίνακας 10: Ανθεκτικότητα απομονώσεων του μύκητα στα μυκητοκτόνα ανά περιοχή στη 
δοκιμή για τη μυκηλιακή ανάπτυξη. 
   G
4
 QoI
5
 DMI
6
 Ani
7
 SDHI
8
 
Περιοχή Χωράφια Απομονώσεις R
1
 MR
2
 S
3
 R MR S R MR S R MR S R MR S 
(Α)  Καλά 
Νερά 
2 9 - - 9 - 1 8 1 - 8 1 1 7 - - 9 
(Β)  
Βυζίτσα 
1 6 1 - 5 1 - 5 1 - 5 1 - 5 1 - 5 
(Γ)  
Μαυροχώρι 
1 8 - - 8 1 1 6 1 - 7 - - 8 - - 8 
(Δ)  
Πολυκάρπι 
2 8 1 - 7 1 - 7 1 1 6 1 - 7 1 - 7 
1 
R : Ανθεκτικές απομονώσεις 
2
 MR: Μέτριας ανθεκτικότητας απομονώσεις 
3 
S : Ευαίσθητες απομονώσεις 
4 
G : Γουανιδίνες 
5 
QoI : Στρομπιλουρίνες 
6 
DMI : Τριαζόλες 
7 
Ani : Ανιλινοπυριμιδίνες 
8 
SDHI : Πυριδινοκαρβοξαμίδια 
 
 
 
Σχήμα 2: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Γουανιδίνες ανά περιοχή για την 
μυκηλιακή ανάπτυξη. 
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Σχήμα 3: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Στρομπιλουρίνες ανά περιοχή για την 
μυκηλιακή ανάπτυξη. 
 
 
 
 
Σχήμα 4: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Τριαζόλες ανά περιοχή για την 
μυκηλιακή ανάπτυξη. 
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Σχήμα 5: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Ανιλινοπυριμιδίνες ανά περιοχή για 
την μυκηλιακή ανάπτυξη. 
 
 
 
 
 
Σχήμα 6: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στα Πυριδινοκαρβοξαμίδια ανά περιοχή 
για την μυκηλιακή ανάπτυξη. 
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Εικόνα 16: Α: ανάπτυξη μυκηλίου σε πλάκα μικροτιτλοδότησης ευαίσθητης απομόνωση, 
Β: ανάπτυξη μυκηλίου σε πλάκα μικροτιτλοδότησης ανθεκτικής απομόνωσης. 
 
 
Εικόνα 17: Ανάπτυξη μυκηλίου ευαίσθητης απομόνωσης στη δραστική ουσία kresoxim - 
methyl σε συγκέντρωση 0,001 mg L-1 (1), 0,01 mg L-1(2), 0,1 mg L-1(3), 1 mg L-1(4), 10 mg 
L
-1(5), όπως φαίνεται στο ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο (μεγέθυνση 200X). 
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3.2.2. Ανάπτυξη βλαστικού σωλήνα 
Η ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα μετρήθηκε στις 24 ώρες, ενώ ως ευαίσθητη 
απομόνωση για τον υπολογισμό του RF χρησιμοποιήθηκε η B6. Στην παρακάτω εικόνα 
φαίνονται τα σπόρια στα οποία έχει αναπτυχθεί ο βλαστικός σωλήνας τους μετά από 24 
ώρες (Εικόνα 18). 
 
Εικόνα 18:  Έλεγχος της επιμήκυνσης του βλαστικού σωλήνα (μεγέθυνση 400Χ). 
 
Οι απομονώσεις ταξινομήθηκαν πάλι σε ευαίσθητες (S), μετρίως ανθεκτικές 
(MR) και ανθεκτικές (R) με βάση τις τιμές EC50 και  RF. Στον παρακάτω Πίνακα 11 
απεικονίζονται συγκεντρωτικά και τα αποτελέσματα των τιμών EC50 και  RF για την 
ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα για κάθε δραστική ουσία και για κάθε απομόνωση. 
Στον Πίνακα 12 παρουσιάζονται οι απομονώσεις που εμφάνισαν ανθεκτικότητα στα 
μυκητοκτόνα ανά περιοχή. 
 
Ανθεκτικότητα στο dodine 
Στη δραστική ουσία dodine για τον έλεγχο της ανάπτυξης του βλαστικού σωλήνα, 
βρέθηκαν 6 απομονώσεις (KB4, KB7, KB24, B19, PD7, PD11) να εμφανίζουν μέτρια 
ανθεκτικότητα (MR) με το RF να είναι μεταξύ 3 και 16,95 και το EC50 να κυμαίνεται 
από 0,66 μέχρι 3,73 mg L-1 (Πίνακας 11). Μόλις μία απομόνωση, η ΤΖ8 εμφάνισε 
ανθεκτικότητα καθώς έδωσε υψηλές τιμές EC50 και RF, ενώ όλοι οι υπόλοιποι 
φαινότυποι χαρακτηρίστηκαν ευαίσθητοι (S). Η έκφραση της ανθεκτικότητας φαινόταν 
στη μεγάλη επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα των σπορίων ακόμα και στη μέγιστη 
συγκέντρωση 10 mg L-1 που δεν έδρασε παρεμποδιστικά για την ανάπτυξή του. 
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Ανθεκτικότητα στο kresoxim-methyl 
Για τη μελέτη του kresoxim-methyl, που ανήκει στην ομάδα των 
στρομπιλουρίνων (παρεμποδιστής QoI’s), βρέθηκαν 5 φαινότυποι ανθεκτικοί (R), οι 
ΚΒ1, ΚΒ4, Β12, PR2 και TZ8,  με τιμές EC50 που να ξεκινάνε από 5,43 και να 
ξεπερνάνε κατά πολύ τη μέγιστη συγκέντρωση. Οι τιμές RF για τις ανθεκτικές 
απομονώσεις ξεκινούσαν από το 27,15 και έφταναν μέχρι και πάνω από 1000. Επίσης, 
3 απομονώσεις αξιολογήθηκαν ως μετρίως ανθεκτικές διότι είχαν RF μεταξύ 3,6-12,75 
, ενώ όλοι οι υπόλοιποι φαινότυποι χαρακτηρίστηκαν ευαίσθητοι (S) με τιμές RF κάτω 
από το 3 (Πίνακας 11). 
Η απομόνωση Β12 παρατηρήθηκε ότι ενώ είχε εμφανίσει ανθεκτικότητα και στα 
5 μυκητοκτόνα στην ανάπτυξη του μυκηλίου, στην ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα 
εμφανίστηκε ανθεκτική μόνο στο kresoxim-methyl. 
 
Ανθεκτικότητα στο cyproconazole 
Το cyproconazole ανήκει στα DMI’s ως παρεμποδιστής βιοσύνθεσης της 
εργοστερόλης. Στις δοκιμές για την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα των σπορίων 
δεν βρέθηκε καμία απομόνωση που εμφανίζει κάποια ανθεκτικότητα στη συγκεκριμένη 
δραστική ουσία. Αντίθετα, βρέθηκαν 5 απομονώσεις με μέτρια ανθεκτικότητα καθώς 
είχαν EC50 που να είναι μεταξύ 1,35 και 3,75  mg L
-1, ενώ το RF ήταν από 6,43 έως 
17,86 (Πίνακας 11). Οι υπόλοιποι φαινότυποι χαρακτηρίστηκαν ευαίσθητοι με χαμηλές 
τιμές RF. 
 
Ανθεκτικότητα στο cyprodinil 
Για τον έλεγχο ευαισθησίας στη δραστική ουσία cyprodinil αξιολογήθηκαν 2 
απομονώσεις ως ανθεκτικές (R), η PD7 και η ΤΖ25. Η PD7 είχε τιμή  EC50 10,91 mg L
-
1
 και το RF ήταν 54,55 , ενώ για τον έλεγχο στην ανάπτυξη του μυκηλίου δεν είχε 
παρουσιάσει καμία ανθεκτικότητα. Η  απομόνωση ΤΖ25, οποία είχε εμφανίσει και 
ανθεκτικότητα cyproconazole στην ανάπτυξη μυκηλίου, είχε τιμή  EC50 στο cyprodinil 
5,59 mg L
-1
 και το RF ήταν 27,95. Μετρίως ανθεκτικοί (ΜR) χαρακτηρίστηκαν 6 
φαινότυποι, ενώ όλοι οι υπόλοιποι φαινότυποι ήταν ευαίσθητοι με χαμηλές τιμές RF 
και EC50 (Πίνακας 11). 
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Ανθεκτικότητα στο  boscalid 
Το μυκητοκτόνο boscalid ανήκει στα SDHI’s και αποτελεί μία σχετικά νέα 
δραστική ουσία. Από τις 31 απομονώσεις δεν εμφάνισε καμία υψηλή ανθεκτικότητα, 
ενώ 6 απομονώσεις χαρακτηρίστηκαν μετρίως ανθεκτικές (MR). Όλοι οι υπόλοιποι 
φαινότυποι αξιολογήθηκαν ως ευαίσθητοι καθώς είχαν χαμηλές τιμές EC50 και χαμηλές 
τιμές του συντελεστή ανθεκτικότητας RF (Πίνακας 11). Στην Εικόνα 19 παρουσιάζεται 
πως παρεμποδίζεται η ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα μιας ευαίσθητης απομόνωσης 
όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του boscalid. 
 
Εικόνα 19: Η ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα στις συγκεντρώσεις 0,001/ 0,1/ 10 mg L-1  
στο boscalid, από ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο σε μεγέθυνση 200X.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/07/2018 22:09:27 EEST - 137.108.70.7
49 
 
Πίνακας 11: Τιμές EC50 και RF για την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα απομονώσεων 
του μύκητα V. inaequalis. 
 Dodine Kresoxim- 
methyl 
Cyproconazole Cyprodinil Boscalid 
Απομόνωση EC50
1
 RF
2
 EC50 RF EC50 RF EC50 RF EC50 RF 
KB1 0,1 0,45 >10 >1000 3,75 17,86 0,81 4,05 1,98 8,25 
KB4 3,73 16,95 6,83 34,15 1,35 6,43 2,68 13,4 4,76 19,83 
KB7 0,82 3,73 0,51 2,55 0,48 2,29 0,44 2,2 0,47 1,96 
KB21 0,25 1,14 0,24 1,2 0,22 1,05 0,16 0,8 2,04 8,5 
KB24 2,59 11,77 2,55 12,75 2,44 11,62 2 10 2,08 8,67 
B3 0,32 1,45 0,02 0,1 0,05 0,24 0,21 1,05 0,17 0,71 
B6
3
 0,22 1 0,2 1 0,21 1 0,20 1 0,24 1 
B9 0,03 0,14 0,03 0,15 0,03 0,14 0,02 0,1 1,07 4,46 
B12 0,001 0,005 >10 >1000 0,17 0,81 0,001 0,01 0,001 0,004 
B17 0,2 0,91 0,02 0,1 0,05 0,24 0,06 0,3 0,19 0,79 
B19 0,66 3 0,06 0,3 0,11 0,52 0,3 1,5 0,85 3,54 
KA1 0,28 1,27 0,24 1,2 0,32 1,52 0,39 1,95 0,34 1,42 
KA5 0,09 0,41 0,16 0,8 0,14 0,67 0,21 1,05 0,14 0,58 
KA8 0,17 0,77 0,13 0,65 0,12 0,57 0,12 0,6 0,15 0,63 
KA10 0,04 0,18 0,04 0,2 0,08 0,38 0,15 0,75 0,15 0,63 
KA13 0,05 0,23 0,06 0,3 0,08 0,38 0,09 0,45 0,11 0,46 
PR1 0,59 2,68 0,07 0,35 0,23 1,1 0,29 1,45 0,67 2,79 
PR2 0,22 1 5,43 27,15 0,47 2,24 0,69 3,45 0,51 2,13 
PD2 0,37 1,68 0,03 0,15 0,16 0,76 0,07 0,35 0,12 0,5 
PD7 0,7 3,18 0,52 2,6 0,11 0,52 10,91 54,55 0,10 0,42 
PD11 0,73 3,32 0,07 0,35 0,14 0,67 0,18 0,9 0,04 0,17 
PD13 0,31 1,41 0,1 0,5 0,09 0,43 0,25 1,25 0,67 2,79 
PD14 0,29 1,32 0,56 2,8 0,55 2,62 0,52 2,6 0,22 0,92 
PD16 0,39 1,77 0,18 0,9 0,25 1,19 0,31 1,55 0,26 1,08 
TZ2 0,001 0,005 0,72 3,6 1,37 6,52 0,67 3,35 0,02 0,08 
TZ5 0,07 0,32 0,02 0,1 0,26 1,24 0,05 0,25 0,33 1,38 
TZ8 >10 >1000 10,84 54,2 0,46 2,19 1,14 5,7 0,34 1,42 
TZ10 0,29 1,32 0,03 0,15 0,11 0,52 0,36 1,8 0,14 0,58 
TZ19 0,17 0,77 0,47 2,35 0,02 0,1 0,02 0,1 0,12 0,5 
TZ23 0,1 0,45 0,28 1,4 0,27 1,29 0,18 0,9 0,03 0,13 
TZ25 0,21 0,95 1,18 5,9 1,8 8,57 5,59 27,95 0,08 0,33 
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1
EC50  είναι συγκέντρωση του μυκητοκτόνου που προκαλεί 50 % παρεμπόδιση στην μυκηλιακή 
ανάπτυξη του μύκητα σε σχέση με τον μάρτυρα. 
2
RF είναι ο συντελεστής ανθεκτικότητας.  Όταν RF < 3 –ευαίσθητη, RF = 3 – 20 > μετρίως ανθεκτική,    
RF > 20– ανθεκτική. 
3Β6 η ευαίσθητη απομόνωση που χρησιμοποιήθηκε στον υπολογισμό των τιμών RF. 
 
Πίνακας 12:  Ανθεκτικότητα απομονώσεων του μύκητα στα μυκητοκτόνα ανά περιοχή 
στην επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα. 
   G
4
 QoI
5
 DMI
6
 Ani
7
 SDHI
8
 
Περιοχή Χωράφια Απομονώσεις R
1
 MR
2
 S
3
 R MR S R MR S R MR S R MR S 
(Α)  Καλά 
Νερά 
2 10 - 3 7 2 1 7 - 3 7 - 3 7 - 4 6 
(Β)  
Βυζίτσα 
1 6 - 1 5 1 - 5 - - 6 - - 6 - 2 4 
(Γ)  
Μαυροχώρι 
1 7 1 - 6 1 2 4 - 2 5 1 2 4 - - 7 
(Δ)  
Πολυκάρπι 
2 8 - 2 6 1 - 7 - - 8 1 1 6 - - 8 
1 
R : Ανθεκτικές απομονώσεις 
2
 MR: Μέτριας ανθεκτικότητας απομονώσεις 
3 
S : Ευαίσθητες απομονώσεις 
4 
G : Γουανιδίνες 
5 
QoI : Στρομπιλουρίνες 
6 
DMI : Τριαζόλες 
7 
Ani : Ανιλινοπυριμιδίνες 
8 
SDHI : Πυριδινοκαρβοξαμίδια 
 
 
Σχήμα 7: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Γουανιδίνες ανά περιοχή για την 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα. 
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Σχήμα 8: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Στρομπιλουρίνες ανά περιοχή για την 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα. 
 
 
 
Σχήμα 9: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Τριαζόλες ανά περιοχή για την 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα. 
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Σχήμα 10: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Ανιλινοπυριμιδίνες ανά περιοχή για 
την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα. 
 
 
 
Σχήμα 11: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στα Πυριδινοκαρβοξαμίδια ανά περιοχή 
για την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα. 
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3.3.3. Βλάστηση σπορίων 
Οι δοκιμές ευαισθησίας του μύκητα στην πλάκα μικροτιτλοδότησης 
πραγματοποιήθηκαν σε διάστημα 24 ωρών. Πιο συγκεκριμένα, ξεκίνησε η καταγραφή 
από τις 22 έως τις 24 ώρες του ποσοστού των σπορίων που είχαν βλαστήσει. Στην 
Εικόνα 20 απεικονίζονται τα σπόρια που βλάστησαν, όπως φαίνονται από ανάστροφο 
οπτικό μικροσκόπιο. 
Οι τιμές EC50 υπολογίστηκαν στατιστικά με τον έλεγχο probit, ενώ και για την 
δοκιμή της βλάστησης των σπορίων, ως ευαίσθητη απομόνωση για τον υπολογισμό του 
RF χρησιμοποιήθηκε πάλι η B6. Στον παρακάτω Πίνακα 13 απεικονίζονται 
συγκεντρωτικά και τα αποτελέσματα των τιμών EC50 και  RF για τη βλάστηση των 
σπορίων για κάθε δραστική ουσία και κάθε απομόνωση. Στον Πίνακα 14 
παρουσιάζονται οι απομονώσεις που εμφάνισαν ανθεκτικότητα στα μυκητοκτόνα ανά 
περιοχή. 
 
Εικόνα 20: Έλεγχος των σπορίων που βλάστησαν (μεγέθυνση 400Χ). 
 
Ανθεκτικότητα στο dodine 
Για τη μελέτη ευαισθησίας στη δραστική ουσία dodine παρατηρήθηκε ότι οι 
περισσότερες απομονώσεις εμφάνισαν μεγάλη ευαισθησία ως προς τη βλάστηση των 
σπορίων με τιμές EC50  και RF να κυμαίνονται πολύ χαμηλά. Μόνο οι απομονώσεις 
PD7,  PD13 και  PD16 χαρακτηρίστηκαν μετρίως ανθεκτικές (ΜR), καθώς είχαν τιμές 
RF κοντά στο 3 και οι τιμές EC50 ήταν 8,07 , 7,2 και 9 mg L
-1
 αντίστοιχα (Πίνακας 13). 
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Ανθεκτικότητα στο kresoxim-methyl 
Στο kresoxim-methyl ανθεκτικές βρέθηκαν οι απομονώσεις ΤΖ25 με RF 20,85 
και η Β12 με αρκετά υψηλές τιμές EC50 και τιμή RF που ξεπερνά το 1000. Η Β12 
απομόνωση είχε εμφανίσει ανθεκτικότητα στο kresoxim-methyl και στη δοκιμή για την 
ανάπτυξη του μυκηλίου , αλλά και στην ανάπτυξη του βλαστικού σωλήνα. 
Αρκετοί φαινότυποι επίσης χαρακτηρίστηκαν μετρίως ανθεκτικοί και 
συγκεκριμένα 13 απομονώσεις. Οι τιμές RF των ΜR απομονώσεων κυμαίνονταν από 3 
έως 20, ενώ οι υπόλοιπες απομονώσεις ανήκαν στην κατηγορία των ευαίσθητων (S) 
(Πίνακας 13). 
 
Ανθεκτικότητα στο cyproconazole 
Στο cyproconazole 4 απομονώσεις (ΚΒ1, Β9, ΚΑ1, PD13) χαρακτηρίστηκαν ως 
ανθεκτικές (R) διότι παρουσίασαν EC50 από 3,36 έως 9,66 mg L
-1 και ο συντελεστής 
ανθεκτικότητας του κυμαινόταν από 21 έως 60,38 (Πίνακας 13). Από τις υπόλοιπες 27 
απομονώσεις, οι 13 αξιολογήθηκαν ως μετρίως ανθεκτικές (MR) και οι υπόλοιπες 14 
απομονώσεις ήταν ευαίσθητες (S). 
 
Ανθεκτικότητα στο cyprodinil 
Στην μελέτη ανθεκτικότητας για τη δραστική ουσία cyprodinil βρέθηκαν 4 
φαινότυποι (ΚΑ1, PD13, TZ10, TZ19) ανθεκτικοί στη συγκεκριμένη δραστική ουσία 
με τιμές EC50 από 4,55 έως 9,92 mg L
-1 και τιμές RF να βρίσκονται μεταξύ 20,68 και 
45,09. Μετρίως ανθεκτικές χαρακτηρίστηκαν 9 απομονώσεις που είχαν τιμές RF από 
4,05 έως 15,05. Ευαίσθητες χαρακτηρίστηκαν οι υπόλοιπες απομονώσεις, καθώς 
εμφάνισαν χαμηλά νούμερα RF (Πίνακας 13). 
 
Ανθεκτικότητα στο  boscalid 
Στη δραστική ουσία boscalid δεν εμφανίστηκε καμία απομόνωση να είναι 
ανθεκτική, ενώ μόλις 6  απομονώσεις χαρακτηρίστηκαν μέτριας ευαισθησίας με τιμές 
RF από  3,05 έως 5,50 (Πίνακας 13). Οι υπόλοιπες 25 απομονώσεις αξιολογήθηκαν ως 
ευαίσθητες με αρκετά χαμηλές τιμές EC50 και RF.  
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Πίνακας 13:  Τιμές EC50 και RF για την βλάστηση των σπορίων απομονώσεων του μύκητα 
V. inaequalis. 
 Dodine Kresoxim-
methyl 
Cyproconazole Cyprodinil Boscalid 
Απομόνωση EC50
1 RF2 EC50 RF EC50 RF EC50 RF EC50 RF 
KB1 0,25 0,11 5,23 12,45 3,36 21,00 0,07 0,32 0,21 0,11 
KB4 1,7 0,72 3,18 7,57 0,8 5,00 0,2 0,91 9,7 5,30 
KB7 0,89 0,38 0,1 0,24 0,99 6,19 0,3 1,36 3 1,64 
KB21 0,29 0,12 0,05 0,12 0,02 0,13 0,01 0,05 0,01 0,01 
KB24 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01 0,06 0,07 0,32 0,09 0,05 
B3 2,89 1,22 1,67 3,98 1,2 7,50 0,96 4,36 2,38 1,30 
B6
3
 3,68 1,56 0,42 1,00 0,16 1,00 0,22 1,00 1,83 1,00 
B9 1,81 0,77 0,1 0,24 6,58 41,13 0,15 0,68 0,17 0,09 
B12 0,14 0,06 >10 >1000 0,2 1,25 0,18 0,82 0,05 0,03 
B17 0,48 0,20 2,39 5,69 0,12 0,75 3,31 15,05 0,1 0,05 
B19 0,65 0,28 2,6 6,19 0,63 3,94 1,9 8,64 4,1 2,24 
KA1 0,2 0,08 3,21 7,64 7,22 45,13 7,62 34,64 1,59 0,87 
KA5 2,56 1,08 0,12 0,29 0,86 5,38 1,26 5,73 0,22 0,12 
KA8 0,43 0,18 0,61 1,45 0,11 0,69 1,64 7,45 1,53 0,84 
KA10 0,94 0,40 0,18 0,43 2,77 17,31 0,001 0,00 6,4 3,50 
KA13 0,3 0,13 8,24 19,62 3,13 19,56 1 4,55 2,4 1,31 
PR1 0,66 0,28 0,74 1,76 0,23 1,44 0,1 0,45 4,6 2,51 
PR2 0,42 0,18 6,47 15,40 0,12 0,75 0,6 2,73 6,8 3,72 
PD2 0,3 0,13 0,2 0,48 0,45 2,81 0,19 0,86 0,36 0,20 
PD7 8,07 3,42 0,19 0,45 1,36 8,50 2,3 10,45 10,17 5,56 
PD11 6,9 2,92 1,26 3,00 0,8 5,00 0,17 0,77 2,6 1,42 
PD13 7,2 3,05 0,3 0,71 9,66 60,38 9,92 45,09 4,94 2,70 
PD14 2,56 1,08 1,49 3,55 0,3 1,88 0,001 0,00 0,2 0,11 
PD16 9 3,81 7,67 18,26 0,04 0,25 0,05 0,23 1,59 0,87 
TZ2 1,25 0,53 0,08 0,19 0,05 0,31 0,06 0,27 0,07 0,04 
TZ5 0,01 0,00 2,56 6,10 1,2 7,50 0,89 4,05 1,31 0,72 
TZ8 0,6 0,25 0,81 1,93 0,3 1,88 0,6 2,73 2,24 1,22 
TZ10 1,32 0,56 0,69 1,64 2,1 13,13 8,56 38,91 10,09 5,51 
TZ19 2,29 0,97 0,01 0,02 0,5 3,13 4,55 20,68 4,49 2,45 
TZ23 4,56 1,93 5,3 12,62 0,07 0,44 0,43 1,95 7,98 4,36 
TZ25 1,22 0,52 8,77 20,88 0,99 6,19 1,44 6,55 3,69 2,02 
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1
EC50  είναι συγκέντρωση του μυκητοκτόνου που προκαλεί 50 % παρεμπόδιση στην μυκηλιακή 
ανάπτυξη του μύκητα σε σχέση με τον μάρτυρα. 
2
RF είναι ο συντελεστής ανθεκτικότητας.  Όταν RF < 3 –ευαίσθητη, RF = 3 – 20 > μετρίως ανθεκτική, 
RF > 20– ανθεκτική. 
3Β6 η ευαίσθητη απομόνωση που χρησιμοποιήθηκε στον υπολογισμό των τιμών RF. 
 
Πίνακας 14:  Ανθεκτικότητα απομονώσεων του μύκητα στα μυκητοκτόνα ανά περιοχή 
στη βλάστηση των σπορίων. 
   G
4
 QoI
5
 DMI
6
 Ani
7
 SDHI
8
 
Περιοχή Χωράφια Απομονώσεις R
1
 MR
2
 S
3
 R MR S R MR S R MR S R MR S 
(Α)  Καλά 
Νερά 
2 10 - - 10 - 4 6 2 5 3 1 3 6 - 2 8 
(Β)  
Βυζίτσα 
1 6 - - 6 1 3 2 1 2 3 - 3 3 - - 6 
(Γ)  
Μαυροχώρι 
1 7 - - 7 1 2 4 - 4 3 2 2 3 - 2 5 
(Δ)  
Πολυκάρπι 
2 8 - 3 5 - 4 4 1 2 5 1 1 6 - 2 6 
1 
R : Ανθεκτικές απομονώσεις 
2
 MR: Μέτριας ανθεκτικότητας απομονώσεις 
3 
S : Ευαίσθητες απομονώσεις 
4 
G : Γουανιδίνες 
5 
QoI : Στρομπιλουρίνες 
6 
DMI : Τριαζόλες 
7 
Ani : Ανιλινοπυριμιδίνες 
8 
SDHI : Πυριδινοκαρβοξαμίδια 
 
Σχήμα 12: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Γουανιδίνες ανά περιοχή για τη 
βλάστηση των σπορίων. 
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Σχήμα 13: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Στρομπιλουρίνες ανά περιοχή για τη 
βλάστηση των σπορίων. 
 
 
 
Σχήμα 14: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Τριαζόλες ανά περιοχή για τη 
βλάστηση των σπορίων. 
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Σχήμα 15: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Ανιλινοπυριμιδίνες ανά περιοχή για 
τη βλάστηση των σπορίων. 
 
 
 
Σχήμα 16: Κατανομή των στελεχών του μύκητα στις Ανιλινοπυριμιδίνες ανά περιοχή για 
τη βλάστηση των σπορίων. 
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3.3. Γενετική βάση ανθεκτικότητας στις στρομπιλουρίνες 
Για την ανίχνευση ανθεκτικότητας στις στρομπιλουρίνες και συγκεκριμένα στο 
kresoxim-methyl, χρησιμοποιήθηκε η απομόνωση Β12. Από τα πειράματα στην πλάκα 
μικροτιτλοδότησης, η απομόνωση αυτή έδειξε να παρουσιάζει ανθεκτικότητα στο 
kresoxim-methyl και στις 3 δοκιμές που πραγματοποιήθηκαν (ανάπτυξη μυκηλίου, 
επιμήκυνση βλαστικού σωλήνα, βλάστηση σπορίων) με τιμές EC50 να ξεπερνούν πολύ 
τη μέγιστη συγκέντρωση 10 mg L-1 και ο συντελεστής RF να είναι αρκετά υψηλός. 
Ωστόσο, με τη χρήση των δύο ζευγών εκκινητών (cytb-BcF + cytb-BcR και 
cytb129-F + cytb129-R) που ανιχνεύουν μεταλλάξεις κωδικονίων στο γονίδιο του 
κυτοχρώματος b, δεν βρέθηκε προϊόν στα συγκεκριμένα ζεύγη βάσεων κατά την 
ανάγνωση της πηκτής κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία. Επόμενως,  η ανθεκτικότητα 
της Β12 στο kresoxim-methyl δεν οφείλεται σε μεταλλάξεις στις συγκεκριμένες θέσεις. 
 
3.4. Γενετική ποικιλομορφία απομονώσεων του μύκητα Venturia 
inaequalis (Cooke) Winter 
Στον παρακάτω Πίνακα 15, παρουσιάζονται οι τιμές καθαρότητας και 
συγκέντρωσης του DNA των απομονώσεων που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη του 
Venturia inaequalis.  
 
Πίνακας 15:  Λόγος απορρόφησης στα 260/280 nm και συγκέντρωση ολικού DNA των 18 
απομονώσεων του μύκητα. 
Απομόνωση 260/280 nm Συγκέντρωση (ng/μL) 
ΚΒ2 1,91 586,6 
ΚΒ11 1,96 421,7 
ΚΒ17 1,93 557,3 
ΚΑ2 1,93 655,2 
ΚΑ8 2,15 2343,8 
ΚΑ11 2,14 2140,1 
Β5 2,02 931,5 
Β8 2,06 1257 
Β13 1,79 331,2 
ΤΖ5 1,94 304,4 
ΤΖ9 2,03 791,1 
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ΤΖ23 2 695,8 
PR1 1,95 601,9 
PR2 1,94 611,2 
PR12 1,94 469,5 
PD5 1,91 441,4 
PD10 1,85 430 
PD13 1,98 743,2 
 
Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 15, οι τιμές καθαρότητας του ολικού DNA των 
απομονώσεων που προκύπτουν από τον λόγο απορρόφησης 260/280, κυμαίνονται από 
1,79 έως 2,15 , και αποτελούν αποδεκτές τιμές καθαρότητας όπως έχουν οριστεί από 
τους Sambrook et al., 1989. 
Για τον έλεγχο της γενετικής ποικιλομορφίας του μύκητα Venturia inaequalis των 
6 περιοχών συλλογής των δειγμάτων, πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (PCR) με τους 6 εκκινητές  D07, E15, F01, F04, U10,  U19.  
Η μελέτη στοχεύει στην ανίχνευση διαφορετικών φαινοτύπων τόσο μεταξύ των 
απομονώσεων του μύκητα που προέρχονται από την ίδια περιοχή, όσο και μεταξύ των 
διαφορετικών περιοχών. 
Στην PCR ως αρνητικός μάρτυρας  χρησιμοποιήθηκε δείγμα που να περιέχει μόνο 
τον εκκινητή κάθε φορά, την Taq πολυμεράση και υπερκάθαρο νερό, χωρίς την ύπαρξη 
DNA του μύκητα. Στις παρακάτω εικόνες  (21, 22, 23, 24) απεικονίζονται τα προϊόντα 
της PCR που προέκυψαν από τις 18 απομονώσεις για κάθε εκκινητή ξεχωριστά. Οι 
απομονώσεις που δεν προέκυψαν προϊόντα PCR, εξαιρέθηκαν από τη μελέτη των 
φαινοτύπων. Στους Πίνακες 17, 19, 21, 23, 25 και 27 παρουσιάζονται οι φαινότυποι της 
κάθε απομόνωσης για κάθε εκκινητή. 
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Εικόνα 21: Προϊόντα PCR των 18 απομονώσεων με τους εκκινητές D07 και F01. 
 
Θέση 1: 1 kb Ladder, Θέση 2: Αρνητικός μάρτυρας για D07, Θέση 3: PR1, Θέση 4: 
PR2, Θέση 5: PR12, Θέση 6: PD5, Θέση 7: PD10, Θέση 8: PD13, Θέση 9: TZ5, 
Θέση 10: TZ9, Θέση 11: TZ23, Θέση 12: B5, Θέση 13: B8, Θέση 14: B13, Θέση 15: 
KA2, Θέση 16: KA8, Θέση 17: KA11, Θέση 18: KB2, Θέση 19: KB11, Θέση 20: 
KB17. 
Θέση 21: Αρνητικός μάρτυρας για F01, Θέση 22: PR1, Θέση 23: PR2, Θέση 24: 
PR12, Θέση 25: PD5, Θέση 26: PD10, Θέση 27: PD13, Θέση 28: TZ5, Θέση 29: 
TZ9, Θέση 30: TZ23, Θέση 31: B5, Θέση 32: B8, Θέση 33: B13, Θέση 34: KA2, 
Θέση 35: KA8, Θέση 36: KA11, Θέση 37: KB2, Θέση 38: KB11, Θέση 39: KB17, 
Θέση 40: ΦΧ174 Ladder. 
 
Στο πήγμα της αγαρόζης για τον εκκινητή D07 (Εικόνα 21) η επεξεργασία των 
αποτελεσμάτων έγινε για 15 απομονώσεις στις οποίες προέκυψε προϊόν PCR. Στον 
Πίνακα 16 παρουσιάζονται τα μεγέθη των προϊόντων (ζεύγη βάσεων) που πήραμε και 
τα ποσοστά των απομονώσεων τα οποία εμφάνισαν προϊόν σε συγκεκριμένο ζεύγος 
βάσεων.  
_____________Primer  3_____________ _____________Primer  1______________ 
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Πίνακας 16:  Προϊόντα PCR με τον εκκινητή D07. 
 
Base 
pair
s 
(bp) 
 Απομονώσεις  
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% 
  
3000   Χ   Χ Χ Χ Χ Χ Χ  Χ   53 
2800        Χ        7 
2500    Χ Χ  Χ  Χ Χ Χ   Χ Χ 53 
2000    Χ Χ           13 
1700   Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ  Χ Χ Χ 80 
1500      Χ Χ Χ Χ Χ Χ  Χ Χ  53 
1100   Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ  Χ  Χ  Χ 67 
1000        Χ  Χ    Χ  20 
800   Χ Χ Χ Χ    Χ      33 
600       Χ        Χ 13 
500 Χ        Χ Χ      20 
310  Χ          Χ    13 
 
 
Από την παρατήρηση των ζευγών βάσεων για κάθε απομόνωση διακρίνουμε 
συνολικά 13 διαφορετικούς φαινοτύπους. Από τις 15 απομονώσεις, οι PR2 και ΚΑ11, 
οι οποίες ανήκουν σε διαφορετικές περιοχές, παρουσίασαν κοινό φαινότυπο καθώς 
προέκυψαν προϊόντα στα 310 bp. Κοινό φαινότυπο παρουσίασαν και οι PD10 και 
PD13, οι οποίες προέρχονται από την ίδια περιοχή και είχαν βάσεις στα 800, 1100, 
1700, 2000 και 2500 bp. 
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Πίνακας 17: Φαινότυποι του μύκητα (εκκινητής D07). 
Φαινότυποι A B C D E F G H I J K L M 
Απομονώσεις PR1 PR2 
 
PD5 PD10 TZ9 TZ23 B5 B8 B13 KA2 KB2 KB11 
 
KB17 
 
 ΚΑ11  PD13          
 
 
 
Σχήμα 17: Κατανομή φαινοτύπων του μύκητα με εκκινητή D07. 
 
Για την PCR με τον εκκινητή F01 προέκυψαν αποτελέσματα σε 15 απομονώσεις 
στις οποίες πήραμε προϊόν (Εικόνα 21). Στον Πίνακα 18 παρουσιάζονται σε ποια ζεύγη 
βάσεων  πήραμε προϊόντα της PCR και τα ποσοστά των απομονώσεων τα οποία 
εμφάνισαν συγκεκριμένο ζεύγος βάσεων.  
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Πίνακας 18: Προϊόντα PCR με τον εκκινητή F01. 
 
Base 
pair
s 
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 Απομονώσεις  
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% 
  
4200          X      7 
2900           X X    13 
900           X     7 
870 Χ Χ X X X X X X X X X X X X X 100 
280               X 7 
 
Από τον Πίνακα 18 παρατηρούμε ότι με τον εκκινητή F01 προέκυψαν 5 
διαφορετικοί φαινότυποι. Στις απομονώσεις του μύκητα που προέρχονται από περιοχές 
της Καστοριάς (PR1, PR2, PR12, PD5, PD10, PD13, TZ9, TZ23), παρατηρήθηκε ίδιος 
φαινότυπος, καθώς στον ίδιο φαινότυπο βρέθηκαν να ανήκουν και οι απομονώσεις Β5, 
ΚΒ2 και ΚΒ11 από τις περιοχές της Μαγνησίας. Από τις 15 συνολικά απομονώσεις, 4 
απομονώσεις από περιοχές της Μαγνησίας εμφάνισαν 4 τελείως διαφορετικούς 
φαινοτύπους. 
Πίνακας 19: Φαινότυποι του μύκητα (εκκινητής F01). 
Φαινότυποι A B C D E 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Απομονώσεις 
PR1 
 
B8 
 
B13 
 
KA2 
 
KB17 
 
PR2 
 
   
PR12 
 
   
PD5 
 
   
PD10 
 
   
PD13 
 
   
TZ9 
 
   
TZ23 
 
   
B5 
 
   
KB2 
 
   
KB11 
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Σχήμα 18: Κατανομή φαινοτύπων του μύκητα με εκκινητή F01. 
 
 
 
Εικόνα 22: Προϊόντα PCR των 18 απομονώσεων με τον εκκινητή E15. 
 
Θέση 1: 1 kb Ladder, Θέση 2: Αρνητικός μάρτυρας για E15, Θέση 3: PR1, Θέση 4: 
PR2, Θέση 5: PR12, Θέση 6: PD5, Θέση 7: PD10, Θέση 8: PD13, Θέση 9: TZ5, 
Θέση 10: TZ9, Θέση 11: TZ23, Θέση 12: B5, Θέση 13: B8, Θέση 14: B13, Θέση 15: 
KA2, Θέση 16: KA8, Θέση 17: KA11, Θέση 18: KB2, Θέση 19: KB11, Θέση 20: 
KB17, Θέση 21: ΦΧ174 Ladder, Θέση 22: Αρνητικός μάρτυρας - Mycosphaerella 
graminicola. 
________________________Primer  2________________________ 
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Με τον εκκινητή E15 η ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε για 11 απομονώσεις 
στις οποίες προέκυψε προϊόν (Εικόνα 22). Στον Πίνακα 20 παρουσιάζονται σε ποια 
ζεύγη βάσεων πήραμε προϊόντα PCR, καθώς και τα ποσοστά των απομονώσεων τα 
οποία εμφάνισαν προϊόν συγκεκριμένο ζεύγος βάσεων.  
 
Πίνακας 20:  Προϊόντα PCR με τον εκκινητή E15. 
 
Base 
pairs 
(bp) 
Απομονώσεις  
 
% 
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3500       Χ     9 
2500      Χ  Χ Χ Χ Χ 45 
2200 Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ 100 
2000  Χ Χ  Χ Χ   Χ Χ Χ 64 
1700   Χ    Χ     18 
1500 Χ Χ Χ Χ  Χ Χ Χ Χ Χ Χ 91 
1350 Χ Χ Χ   Χ Χ Χ Χ   64 
1150    Χ        9 
1000 Χ           9 
870  Χ     Χ     18 
700  Χ  Χ Χ       27 
500     Χ  Χ   Χ  27 
 
 
Στη μελέτη των 11 απομονώσεων με τον εκκινητή E15, βρέθηκαν να υπάρχουν 
10 διαφορετικοί φαινότυποι. Κοινός φαινότυπος βρέθηκε να εμφανίζεται στις 
απομονώσεις Β8 και ΚΒ2, οι οποίες προέρχονται από διαφορετικές περιοχές της 
Μαγνησίας, αλλά προέκυψαν να δίνουν προϊόντα στα ίδια ζεύγη βάσεων. 
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Πίνακας 21: Φαινότυποι του μύκητα (εκκινητής E15). 
Φαινότυποι A B C D E F G H I J 
Απομονώσεις PD5 PD10 PD13 TZ9 B5 B8 B13 KA2 KB11 ΚΒ17 
     KB2     
 
 
 
Σχήμα 19: Κατανομή φαινοτύπων του μύκητα με εκκινητή E15. 
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Εικόνα 23: Προϊόντα PCR των 18 απομονώσεων με τους εκκινητές F04 και U10. 
 
Θέση 1: 1 kb Ladder, Θέση 2: Αρνητικός μάρτυρας για F04, Θέση 3: PR1, Θέση 4: 
PR2, Θέση 5: PR12, Θέση 6: PD5, Θέση 7: PD10, Θέση 8: PD13, Θέση 9: TZ5, 
Θέση 10: TZ9, Θέση 11: TZ23, Θέση 12: B5, Θέση 13: B8, Θέση 14: B13, Θέση 15: 
KA2, Θέση 16: KA8, Θέση 17: KA11, Θέση 18: KB2, Θέση 19: KB11, Θέση 20: 
KB17. 
Θέση 21: Αρνητικός μάρτυρας για U10, Θέση 22: PR1, Θέση 23: PR2, Θέση 24: 
PR12, Θέση 25: PD5, Θέση 26: PD10, Θέση 27: PD13, Θέση 28: TZ5, Θέση 29: 
TZ9, Θέση 30: TZ23, Θέση 31: B5, Θέση 32: B8, Θέση 33: B13, Θέση 34: KA2, 
Θέση 35: KA8, Θέση 36: KA11, Θέση 37: KB2, Θέση 38: KB11, Θέση 39: KB17, 
Θέση 40: ΦΧ174 Ladder. 
 
Στον εκκινητή F04 η ανάλυση πραγματοποιήθηκε για 11 απομονώσεις στις οποίες 
προέκυψε προϊόν, ενώ για τον εκκινητή U10 έγινε για 13 απομονώσεις (Εικόνα 23). 
Στους Πίνακες 22 και 24 παρουσιάζονται σε ποια ζεύγη βάσεων (bp) πήραμε προϊόντα 
και πόσες από τις απομονώσεις εμφάνισαν συγκεκριμένο ζεύγος βάσεων (ποσοστό %).  
 
____________Primer  5_______________ ___________Primer  4_______________ 
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Πίνακας 22: Προϊόντα PCR με τον εκκινητή F04. 
 
Base 
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2000       X  X X X 36 
1700 X X X   X X X X X X 82 
1600   X X      X X 36 
1500     X X  X    27 
1300 X        X   18 
 
 
Σύμφωνα με τον Πίνακα 22 διακρίνουμε να παρουσιάζονται 9 διαφορετικοί 
φαινότυποι με τον εκκινητή F04. Κοινό φαινότυποι έχουν οι απομονώσεις ΚΒ11 και 
ΚΒ17, οι οποίες προέρχονται από το ίδιο χωράφι και πήραμε προϊόντα σε τρία ζεύγη 
βάσεων. Επίσης, ίδιο φαινότυπο παρουσίασαν οι απομονώσεις Β5 και Β13 που έδωσαν 
φθορίζον προϊόν PCR σε δύο  ζεύγη βάσεων και προέρχονται από το ίδιο χωράφι. 
 
Πίνακας 23: Φαινότυποι του μύκητα (εκκινητής F04). 
Φαινότυποι A B C D E F G H I 
Απομονώσεις PD5 PD10 PD13 TZ9 ΤΖ23 B5 Β8 KΒ2 KB11 
     B13   ΚΒ17 
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Σχήμα 20: Κατανομή φαινοτύπων του μύκητα με εκκινητή F04. 
 
 
 
Πίνακας 24: Προϊόντα PCR με τον εκκινητή U10. 
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Απομονώσεις    
 
% 
  P
R
1
 
P
R
2
 
P
D
5
 
P
D
1
3
 
T
Z
9
 
T
Z
2
3
 
B
5
 
B
8
 
B
1
3
 
K
A
2
 
K
B
2
 
K
B
1
1
 
K
B
1
7
 
4000         X X    15 
3000 X X            15 
2200           X X X 23 
2000 X X            15 
1900         X     8 
1800   X    X   X X X X 46 
1500    X X   X      23 
1400  X            8 
1000 X  X   X   X     31 
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Σύμφωνα με τον εκκινητή U10 ανιχνεύτηκαν 9 διαφορετικοί φαινότυποι να 
εμφανίζονται από τον έλεγχο 13 απομονώσεων (Πίνακας 24). Οι τρεις απομονώσεις 
ΚΒ2, ΚΒ11 και ΚΒ17 που προέρχονται από την ίδια περιοχή και το ίδιο χωράφι είχαν 
κοινό φαινότυπο. Τέλος, κοινό φαινότυπο έδωσαν και οι απομονώσεις PD13, TZ9 και 
Β8, οι οποίες προέρχονται από τελείως διαφορετικά χωράφια, με τις δύο πρώτες να 
προέρχονται όμως από την Καστοριά αλλά από διαφορετικοί περιοχή της.  
 
Πίνακας 25: Φαινότυποι του μύκητα (εκκινητής U10). 
Φαινότυποι A B C D E F G H I 
Απομονώσεις PR1 PR2 PD5 PD13 TZ23 B5 B13 KA2 KB2 
   TZ9     KB11 
   B8     KB17 
 
 
 
Σχήμα 21: Κατανομή φαινοτύπων του μύκητα με εκκινητή U10. 
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Εικόνα 24:  Προϊόντα PCR των 18 απομονώσεων με τον εκκινητή U19. 
 
Θέση 1: 1 kb Ladder, Θέση 2: Αρνητικός μάρτυρας για U19, Θέση 3: PR1, Θέση 4: 
PR2, Θέση 5: PR12, Θέση 6: PD5, Θέση 7: PD10, Θέση 8: PD13, Θέση 9: TZ5, 
Θέση 10: TZ9, Θέση 11: TZ23, Θέση 12: B5, Θέση 13: B8, Θέση 14: B13, Θέση 15: 
KA2, Θέση 16: KA8, Θέση 17: KA11, Θέση 18: KB2, Θέση 19: KB11, Θέση 20: 
KB17, Θέση 21: κενό, Θέση 22: ΦΧ174 Ladder, Θέση 23: κενό, Θέση 24: LMW 
Ladder 
 
Με τον εκκινητή U19 η ανάλυση πραγματοποιήθηκε για 13 απομονώσεις στις 
οποίες βρέθηκε προϊόν (Εικόνα 24). Στον Πίνακα 26 παρουσιάζονται τα ζεύγη βάσεων 
στα οποία προέκυψαν προϊόντα PCR και το ποσοστό % των απομονώσεων που 
εμφάνισαν προϊόν σε συγκεκριμένο ζεύγος βάσεων.  
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Πίνακας 26: Προϊόντα PCR με τον εκκινητή U19. 
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pairs 
(bp) 
Απομονώσεις    
 
% 
  P
R
1
2
 
P
D
5
 
P
D
1
3
 
T
Z
9
 
T
Z
2
3
 
B
5
 
B
8
 
B
1
3
 
Κ
Α
2
 
K
A
1
1
 
K
B
2
 
K
B
1
1
 
K
B
1
7
 
3000 Χ Χ Χ Χ   Χ Χ   Χ Χ Χ 69 
2000 Χ Χ Χ Χ  Χ Χ Χ   Χ Χ Χ 77 
1700            Χ  8 
1500   Χ Χ   Χ Χ      31 
1000 Χ Χ  Χ  Χ Χ Χ Χ  Χ Χ Χ 77 
700 Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ Χ    Χ Χ 77 
600          Χ    8 
400   Χ Χ Χ  Χ Χ Χ  Χ Χ Χ 69 
 
 
Οι φαινότυποι που βρέθηκαν με τον εκκινητή U19 ήταν 11. Για τις απομονώσεις 
PR12 και PD5 που ανήκουν στην ίδια περιοχή αλλά προέρχονται από διαφορετικά 
χωράφια, βρέθηκε ο ίδιος φαινότυπος. Επίσης οι απομονώσεις Β8 και Β13 
παρουσίασαν κοινό φαινότυπο και προέρχονται από το ίδιο χωράφι. 
 
Πίνακας 27: Φαινότυποι του μύκητα (εκκινητής U19). 
Φαινότυποι A B C D E F G H I J K 
Απομονώσεις PR12 PD1 TZ9 TZ23 B5 B8 KA2 KA11 KB2 KB11 KB17 
PD5     B13      
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Σχήμα 22: Κατανομή φαινοτύπων του μύκητα με εκκινητή U19. 
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Κεφάλαιο 4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
Το φουζικλάδιο είναι μια από τις σημαντικότερες ασθένειες των μηλοειδών, με 
ευρεία διάδοση σε όλες τις μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδας όσο και 
παγκοσμίως (Bowen et al., 2011). Αποτελεί τη σημαντικότερη ασθένεια των μήλων σε 
όλο τον κόσμο από την άποψη του οικονομικού κόστους για τον έλεγχο της (Carisse & 
Bernier, 2002).  
Εξαιτίας αυτής της ιδιαίτερης σοβαρότητας της ασθένειας ξεκίνησε η αλόγιστη 
χρήση των μυκητοκτόνων για την αποτελεσματική αντιμετώπισή της. Το γεγονός αυτό 
οδήγησε στην εμφάνιση ανθεκτικότητας του μύκητα.  
Στην παρούσα μεταπτυχιακή διατριβή μελετήθηκε η ευαισθησία του μύκητα 
Venturia inaequalis σε 5 μυκητοκτόνα, τα οποία ανήκουν σε 5 διαφορετικές χημικές 
ομάδες. Για τη μελέτη του, συλλέχθηκαν δείγματα από 6 χωράφια, από τα οποία τα τρία 
χωράφια ανήκουν σε δύο περιοχές της Μαγνησίας και τα υπόλοιπα τρία προέρχονται 
από δύο περιοχές της Καστοριάς. Από τα δείγματα αυτά απομονώθηκαν συνολικά 103 
στελέχη του μύκητα, από τα οποία τα 40 αποτελούν μονόσπορες καλλιέργειες.  
Η ταυτοποίηση του μύκητα πραγματοποιήθηκε με τη μελέτη 20 τυχαίων 
απομονώσεων στις οποίες εξετάστηκαν τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των σπορίων. 
Από τις μετρήσεις του μήκους και του πλάτους των σπορίων βρέθηκε ότι πράγματι 
πρόκειται για το συγκεκριμένο μύκητα. Παρόμοια αποτελέσματα για τις διαστάσεις των 
σπορίων του V. inaequalis έχουν αναφέρει και οι Machardy (1996), Caffier et al., 
(2012) και De Gracia et al., (2015). Επίσης, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές 
διαφορές μεταξύ των μεγεθών των σπορίων των απομονώσεων του μύκητα. 
Τα μυκητοκτόνα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα dodine, kresoxim-methyl, 
cyproconazole, cyprodinil και boscalid. Το dodine ανήκει στις γουανιδίνες, ενώ το 
kresoxim-methyl ανήκει στις στρομπιλουρίνες και δρα ως παρεμποδιστής QoI’s. Το 
cyproconazole είναι τριαζόλη και δρα ως παρεμποδιστής βιοσύνθεσης της 
εργοστερόλης (DMI’s), ενώ το cyprodinil δρα ως παρεμποδιστής βιοσύνθεσης της 
μεθειονίνης και ανήκει στις ανιλοπυριμιδίνες. Τέλος, η δραστική ουσία boscalid δρα ως 
παρεμποδιστής της αναπνοής και συγκεκριμένα ως αναστολέας της αφυδρoγονάσης του 
ηλεκτρικού οξέος (SDHI’s) και ανήκει στα πυριδινοκαρβοξαμίδια (Παπαδοπούλου-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/07/2018 22:09:27 EEST - 137.108.70.7
76 
 
Μουρκίδου, 2008). Για τα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν 5 συγκεντρώσεις κάθε 
δραστικής ουσίας, οι οποίες είναι οι εξής: 0,001/0,01/0,1/1/10 mg L-1. 
Η εμφάνιση ανθεκτικότητας του μύκητα V. inaequalis σε μυκητοκτόνα έχει 
αναφερθεί σε διάφορες χώρες. Παλαιότερα μυκητοκτόνα που έχουν αναφερθεί για 
ανθεκτικότητα είναι το dodine (Koller & Wilcox, 1999; Broniarek-Niemiec & Bielenin, 
2008; Koenraadt et al., 1992), τα βενζιμιδαζολικά, οι παρεμποδιστές απομεθυλίωσης 
του C-14 (DMIˊs) (Sholberg και Haag, 1993, Koller et al., 1997), ενώ έχουν αναφερθεί 
και νεώτερα μυκητοκτόνα όπως είναι οι στρομπιλουρίνες (Olaya & Koller, 1999, 
Fontaine et al., 2009) και οι ανιλινοπυριμιδίνες (Küng et al., 1999). Πρόσφατα 
αναφέρθηκαν και τα πρώτα ανθεκτικά στελέχη του παθογόνου V. inaequalis στη νέα 
ομάδα μυκητοκτόνων των στρομπιλουρινών (Zheng et al., 2000, Bartlett et al., 2002). 
Αναφορές δεν υπάρχουν ακόμα στη βιβλιογραφία σχετικά με την ευαισθησία στο 
mancozeb, ένα παλιό μυκητοκτόνο που εξακολουθεί να χρησιμοποιείται για τον έλεγχο 
φουζικλαδίου στα μήλα, είτε μόνο του είτε αναμεμειγμένο κυρίως με DMIˊs ως 
στρατηγική για την καταπολέμηση της ανθεκτικότητας (Aleksić et al., 2012). Επίσης, 
δεν έχουν γίνει ακόμα αναφορές για ανθεκτικότητα του μύκητα V. inaequalis στο 
boscalid, το οποίο ανήκει στα πυριδινοκαρβοξαμίδια.  
Πολλές μέθοδοι ανίχνευσης της ανθεκτικότητας βασίζονται σε εξέταση επιμέρους 
φάσεων ανάπτυξης του παθογόνου όπως είναι η επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα και 
η ανάπτυξη του μυκηλίου (Weber & Hahn, 2011). Ο συνδυασμός παρατηρήσεων όλων 
των σταδίων προσδίδει μία ακριβή διάκριση της ευαισθησίας των απομονώσεων χωρίς 
την πιθανότητα εκδήλωσης λανθασμένων αποτελεσμάτων (Pappas, 1982; Pappas, 
1997). 
Η ευαισθησία του μύκητα ελέγχθηκε σε πλάκα μικροτιτλοδότησης, όπου 
εξετάστηκε η ανάπτυξη του μύκητα με βάση την ανάπτυξη του μυκηλίου, την 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα και με βάση την βλάστηση των σπορίων του. Σε 
πλάκα μικροτιτλοδότησης έχει εξετάσει την ανάπτυξη μυκηλίου του μύκητα 
Fusicladium effusum και ο Seyran (2008).  
Οι δοκιμές πραγματοποιήθηκαν σε θρεπτικό υλικό PGB, διότι επιλέχθηκε ως το 
καταλληλότερο για το μύκητα και τη δράση των μυκητοκτόνων,  μετά από δοκιμές 
διαφόρων υποστρωμάτων. Έχει αναφερθεί από τους Leroux et al., (2002) ότι σε 
σύνθετα θρεπτικά υλικά ανάπτυξης η αντίδραση του παθογόνου είναι ποικίλη, εξαιτίας 
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της ικανότητάς του να προσλαμβάνει θρεπτικά στοιχεία από το υπόστρωμα, τα οποία 
αλλοιώνουν τον τρόπο δράσης των μυκητοκτόνων αυτών. Για την αξιολόγηση της 
αποτελεσματικότητας των μυκητοκτόνων στην ανάπτυξη του μύκητα υπολογίστηκε η 
τιμή EC50 (Effective Concentration) και ο συντελεστής ανθεκτικότητας RF. Συχνά 
αναφέρεται ότι η τιμή ED95 (Effective Dose) είναι πιο κοντά στον πρακτικό βαθμό 
καταπολέμησης της ασθένειας που επιθυμούμε, αλλά αυτή είναι γενικά πιο δύσκολο να 
μετρηθεί με ακρίβεια (Brent, 1991). Με βάση τις τιμές RF, όπως έχουν αναφέρει ο 
Gouot (1994) και οι Rekanović et al., (2010), έγινε η κατάταξη των απομονώσεων σε 
ευαίσθητες (S), μετρίως ανθεκτικές (MR) και ανθεκτικές (R). 
Στην Επιτροπή Μελέτης Ανθεκτικότητας στα Μυκητοκτόνα (FRAC: Fungicide 
Resistance Action Committee) έχουν γίνει αναφορές σε πολλούς μύκητες που έχουν 
μελετηθεί σε διάφορα μυκητοκτόνα σε πλάκα μικροτιτλισμού, όπως για τους Botrytis 
cinerea, Phytophthora infestans, Fusarium graminearum και Mycosphaerella 
graminicola. Είναι μια μέθοδος που επιτρέπει την πραγματοποίηση πολλών δοκιμών 
ταυτοχρόνως, διότι η πλάκα διαθέτει 96 πηγαδάκια (wells). Οι Stammler and J. 
Speakman (2006) είχαν μελετήσει την ευαισθησία απομονώσεων του μύκητα Botrytis 
cinerea στο boscalid σε πλάκα μικροτιτλισμού, ενώ τον είχαν επωάσει για 3 έως 5 
ημέρες. 
Στη μελέτη ευαισθησίας για την ανάπτυξη του μυκηλίου, εξετάστηκαν 31 
απομονώσεις από τις οποίες δύο έως τέσσερις, διαφορετικές κάθε φορά, εμφάνισαν 
ανθεκτικότητα στα μυκητοκτόνα με υψηλές τιμές  EC50 και RF. Παρατηρήθηκε μόνο 
μία απομόνωση (Β12) να εμφανίζει ταυτόχρονα ανθεκτικότητα σε όλα τα μυκητοκτόνα 
με τιμή EC50 πολύ μεγαλύτερη  από τη μέγιστη συγκέντρωση 10 mg L
-1
, ενώ ο 
συντελεστής ανθεκτικότητας RF να ξεπερνά το 1000. Επίσης η απομόνωση PD2 
εμφάνισε ανθεκτικότητα, όπως είχε βρεθεί στο cyproconazole και στο cyprodinil με 
πολύ υψηλές τιμές EC50 και RF. Οι Stanis & Jones (1985) και oι Köller et al. (1991) σε 
πειράματά τους στον αγρό και in vitro βρήκαν ανθεκτικότητα του Venturia inaequalis 
στα DMI’s μυκητοκτόνα. Οι Szkolnik & Gilpatrick (1969, 1971) είχαν βρει 
ανθεκτικότητα του μύκητα στο dodine από πολύ παλιά. 
Στις δοκιμές για την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα χρησιμοποιήθηκαν 31 
απομονώσεις, από τις οποίες καμία δεν εμφάνισε ανθεκτικότητα στο cyproconazole και 
στο boscalid, ενώ μόλις μία ήταν ανθεκτική στο dodine και δύο βρέθηκαν να είναι 
ανθεκτικές στο cyprodinil. Στο kresoxim-methyl, 5 απομονώσεις εμφάνισαν 
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ανθεκτικότητα, με υψηλές τιμές EC50 και RF. Από τις 5 αυτές απομονώσεις ήταν και η 
Β12, η οποία φάνηκε να είναι υψηλής ανθεκτικότητας σε όλες τις δραστικές ουσίες στα 
πειράματα ανάπτυξης του μυκηλίου, ενώ στις δοκιμές για ανάπτυξη του βλαστικού 
σωλήνα εμφάνισε μόνο στο kresoxim-methyl. 
Στον έλεγχο της βλάστησης των σπορίων του μύκητα, παρατηρήθηκε ότι καμία 
απομόνωση  δεν εμφάνισε ανθεκτικότητα στο dodine και στο boscalid. Αντίθετα, στο 
cyproconazole και το cyprodinil βρέθηκαν ανθεκτικές 4 απομονώσεις, ενώ στο 
kresoxim-methyl μόνο δύο απομονώσεις εμφάνισαν ανθεκτικότητα. Η μία απομόνωση 
ήταν η B12 που παρουσίασε ανθεκτικό φαινότυπο στο μυκητοκτόνο και στις δύο άλλες 
δοκιμές. 
Στους μύκητες που παράγουν ικανοποιητικό αριθμό σπορίων, όπως οι Venturia 
inaequalis, Botrytis cinerea, Monilinia spp., μεγάλος αριθμός σπορίων μπορεί να 
αναλυθεί μέσα σε λίγες μέρες, επιτρέποντας την ανίχνευση χαμηλών επιπέδων 
ευαισθησίας σε πληθυσμούς κυρίως ευαίσθητους. Για να εφαρμοστεί αυτή η μέθοδος 
είναι απαραίτητο τα μυκητοκτόνα που εφαρμόζονται να παρεμποδίζουν τη βλάστηση ή 
να παρεμποδίζουν μια α κανονική ή μια β κανονική διαδικασία βλάστησης κάτω από 
την επίδραση του μυκητοκτόνου και ότι αυτή η αλλαγή μπορεί εύκολα να διακριθεί. Τα 
ευαίσθητα σπόρια μπορεί να βλαστάνουν και να εμφανίζουν ανθεκτικότητα, αλλά οι 
βλαστικοί σωλήνες βλαστάνουν μόνο μερικά κύτταρα σε μήκος, παραμορφώνονται, 
διογκώνονται και συχνά διαρρηγνύονται. Αντίθετα οι βλαστικοί σωλήνες των 
ανθεκτικών σπορίων δεν παρεμποδίζονται στην ανάπτυξη τους και δε διακρίνονται από 
αυτούς που παράγονται στο ίδιο μέσο χωρίς μυκητοκτόνο. 
Το πλεονέκτημα της βλάστησης των σπορίων είναι ότι είναι γρήγορη τεχνική και 
υπάρχει η δυνατότητα ελέγχου μεγάλου αριθμού απομονώσεων. Τα μειονεκτήματα 
είναι η σχετικά μικρή περίοδος κατά την οποία ο μύκητας αναπτύσσεται αλλά 
περισσότερο σημαντική είναι η απουσία υλικού για περαιτέρω δοκιμές. Ακόμη, 
δεδομένα βλάστησης σπορίων δεν έχουν μεγάλη σημασία ως ένδειξη ανθεκτικότητας 
σε μυκητοκτόνα που παρεμποδίζουν πρωταρχικά τη μυκηλιακή ανάπτυξη και είναι 
λιγότερο δραστικά στην βλάστηση των σπορίων π.χ. μερικά προϊόντα DMI (Staub and 
Sozzi, 1984). Επίσης ενδείξεις ανθεκτικότητας από δεδομένα παρεμπόδισης 
μυκηλιακής ανάπτυξης δεν έχουν ιδιαίτερη βαρύτητα για μυκητοκτόνα που κυρίως 
παρεμποδίζουν τη βλάστηση σπορίων και είναι λιγότερο δραστικά στη μυκηλιακή 
ανάπτυξη όπως π.χ. το dichlofluanid (FAO, 1982). 
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Πολυετή πειράματα τόσο in vivo  όσο και in vitro έδειξαν ότι η αυξημένη 
συχνότητα ανθεκτικών απομονώσεων με τιμές EC50 >1 mg L
-1
 τόσο για την 
επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα όσο και για την ανάπτυξη του μυκηλίου φαίνεται 
να έχει αρνητική επίδραση στην αποτελεσματικότητα των ανιλινοπυριμιδινικών 
μυκητοκτόνων (Baroffio et al., 2003; Myresiotis et al., 2007; Weber, 2011) . Οι Leroux 
et al., (2002) σε μελέτες τους για το μύκητα Botrytis cinerea στα μυκητοκτόνα  
cyprodinil και pyrimethanil (ανιλινοπυριμιδίνες), τα επίπεδα διαχωρισμού της 
ευαισθησίας του μύκητα στα μυκητοκτόνα αυτά, καθορίστηκαν κυρίως από τον έλεγχο 
της μυκηλιακής ανάπτυξης. Η επιλογή υποστρώματος ανόργανων αλάτων κρίθηκε 
απαραίτητη για τη διεξαγωγή των βιοδοκιμών τους, εξαιτίας της ικανότητας του 
παθογόνου να προσλαμβάνει θρεπτικά στοιχεία από σύνθετα οργανικά υποστρώματα, 
που δεν επιτρέπουν τον έλεγχο του τρόπου δράσης των μυκητοκτόνων αυτών in vitro. 
Μεταξύ των ανθεκτικών στελεχών είχαν διαπιστωθεί  μεγάλες διακυμάνσεις στις τιμές 
EC50 mg L
−1
.  Επιπλέον, οι Kunz et al. (1997) βρήκαν ότι η ανθεκτικότητα του μύκητα 
Venturia inaequalis στο flusilazole (DMI’s) και στα υπόλοιπα μυκητοκτόνα της ομάδας 
αυτής μπορεί να εμφανιστεί τουλάχιστον μετά από 3 χρόνια συνεχούς χρήσης του 
μυκητοκτόνου σε μια περιοχή. Ακόμη, σύμφωνα με τους Sallato & Lattore (2005) και 
Färber et al., (2002), από την νέα ομάδα των στρομπιλουρινών τα μυκητοκτόνα 
azoxystrobin, kresoxim-methyl, pyraclostrobin-boscalid και trifloxystrobin έδωσαν τα 
καλύτερα αποτελέσματα στην καταπολέμηση του φουζικλαδίου. Αν και αυτή η ομάδα 
μυκητοκτόνων είναι νέα, έχουν εμφανιστεί φαινόμενα πρακτικής ανθεκτικότητας του 
μύκητα Venturia inaequalis έπειτα από 5-6 χρόνια χρησιμοποίησης των μυκητοκτόνων 
αυτών σε άλλες χώρες. 
Συμπερασματικά από τις δοκιμές του πειράματος, τα μυκητοκτόνα dodine και 
cyproconazole, έδειξαν να εμφανίζουν μέτρια δραστικότητα για τον μύκητα Venturia 
inaequalis, ενώ οι δραστικές cyprodinil και boscalid παρουσίασαν καλύτερη 
αντιμετώπιση του μύκητα με το boscalid να φαίνεται το περισσότερο αποτελεσματικό. 
Αυτό που εμφάνισε αρκετά χαμηλή δράση κατά του μύκητα και στις τρεις δοκιμές, για 
την ανάπτυξη του μυκηλίου, την επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα και τη βλάστηση 
των σπορίων, ήταν το kresoxim-methyl, στο οποίο βρεθήκαν ανθεκτικά στελέχη με 
αρκετά υψηλές τιμές EC50 και υψηλό συντελεστή ανθεκτικότητα RF που να ξεπερνά 
πολλές φορές το 1000. 
Από βιβλιογραφικές αναφορές έχει παρατηρηθεί από άλλα πειράματα στο 
boscalid, ότι όταν ως βάση ενέργειας επιλέγεται η γλυκόζη, η τοξικότητα του boscalid 
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είναι χαμηλότερη, αν και δεν ενεργοποιείται η εναλλακτική αναπνοή. Υψηλότερες 
τοξικότητες επιτυγχάνονται όταν επιλέγονται άλατα οξικού ή ηλεκτρικού οξέος στα 
θρεπτικά υποστρώματα (Leroux, 2007).  
Η συνεχής δυνατότητα προσαρμογής του V. inaequalis στα νέα μυκητοκτόνα 
απαιτεί συστηματική παρακολούθηση της αλλαγής ευαισθησίας του άγριου πληθυσμού 
για την αποφυγή του κινδύνου επικράτησης ανθεκτικών στελεχών που θα επιφέρουν 
αποτυχία στην καταπολέμηση της ασθένειας.  
Με την ανάπτυξη των μοριακών τεχνικών κατά τα τελευταία χρόνια φαίνεται ότι 
επιδημιολογία των ασθενειών των φυτών άρχισε να μελετάται με μεθόδους γενετικής 
και μοριακής βιολογίας των πληθυσμών (Dewey & Yohalem, 2007). Διάφορες τεχνικές 
που έχουν ως βάση την ανάλυση των νουκλεϊκών οξέων έχουν αναπτυχθεί για την 
ανίχνευση και τη διάγνωση υποσυνόλων όπως είναι τα είδη (Rigotti et al., 2002; Rigotti 
et al., 2006), τα υποείδη (Giraud et al., 1999; Fournier et al., 2002) καθώς και 
μικρότεροι πληθυσμοί (Moyano et al., 2003a; Karchani-Balma et al., 2008) ή 
μεμονωμένες απομονώσεις (Kerssies et al., 1997) . 
Η χρήση μοριακών τεχνικών στη Φυτοπαθολογία παρουσιάζει μεγάλο εύρος 
εφαρμογών σε αυτήν, όπως στη διάγνωση, στην ανίχνευση γονιδίων, στον διαχωρισμό 
των ειδών, στη γενετική ταξινόμηση συνόλου απομονώσεων ενός μικροοργανισμού και 
στην ανίχνευση γονιδίων σε μικροοργανισμούς υπεύθυνα για εμφάνιση ανθεκτικότητας 
σε φυτοπροστατευτικά προϊόντα.  
Από τις μοριακές μεθόδους, η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 
διατριβή ήταν η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR), η οποία 
χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη της γενετικής βάσης της εμφάνισης ανθεκτικών 
στελεχών και τη διερεύνηση του γενετικού υπόβαθρου του μύκητα Venturia inaequalis.  
Η μελέτη ανθεκτικότητας της απομόνωσης Β12, η οποία εμφάνισε ανθεκτικότητα 
στο kresoxim-methyl και στις τρεις δοκιμές στην πλάκα μικροτιτλοδότησης, έγινε με τη 
χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης. Τα δύο ζεύγη εκκινητών που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν κατάλληλα για την ανίχνευση μεταλλάξεων σε συγκεκριμένες 
θέσεις κωδικονίων του κυτοχρώματος b. Μετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
και ανάγνωση σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας, δεν βρέθηκαν προϊόντα. 
Μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 143 έχουν βρεθεί για διάφορους μύκητες, όπως για τους 
Alternaria alternata και Blumeria graminis (Ma & Michailides, 2005). Για το 
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κωδικόνιο στη θέση 129, έχουν βρεθεί μεταλλάξεις για τους μύκητες Pyricularia grisea 
(Kim et al., 2003), Alternaria solani, Plasmopara viticola, Pyrenophora teres, P. tritici-
repentis (Sierotzki et al., 2007) και Pythium aphanidermatum (Gisi et al., 2002), ενώ 
για το κωδικόνιο 137 έχει αναφερθεί, από τη FRAC, μετάλλαξη για το μύκητα 
Pyrenophora tritici-repentis. 
Το αποτέλεσμα του πηκτώματος αγαρόζης οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η 
ανθεκτικότητα της απομόνωσης Β12 δεν οφείλεται σε μετάλλαξη στις συγκεκριμένες 
θέσεις στο κυτόχρωμα b. Η αλληλούχιση του γονιδιώματος της κρίνεται απαραίτητη, 
καθώς θα βοηθήσει να βρεθεί σε ποια θέση έχει γίνει η μετάλλαξη και παρατηρείται η 
ανθεκτικότητα στο συγκεκριμένο μυκητοκτόνο. Με αυτόν τον τρόπο θα μπορούν να 
επιλεχθούν και οι κατάλληλοι εκκινητές που θα υβριδίζουν στη συγκεκριμένη περιοχή 
της μετάλλαξης. Επίσης, ενδιαφέρον θα παρουσίαζε και η μελέτη του γενετικού 
υπόβαθρου όλων των απομονώσεων που εμφάνισαν ανθεκτικότητα σε κάποια από τις 
τρεις δοκιμές. 
Στη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας απομονώσεων του μύκητα Venturia 
inaequalis, οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι D07, E15, F01, F04, U10 και 
U19, οι οποίοι βοήθησαν στην ανίχνευση διαφορετικών φαινοτύπων. Η μελέτη έγινε 
τόσο για να μελετηθούν οι απομονώσεις μεταξύ τους που προέρχονται από τον ίδιο 
μηλεώνα όσο να συγκριθούν και με απομονώσεις άλλων περιοχών. Η ανίχνευση των 
φαινοτύπων πραγματοποιήθηκε για συνολικά 18 απομονώσεις (τρεις από κάθε 
μηλεώνα) που προέρχονται από ποικιλία ‘Red Delicious’.  
Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από το πήκτωμα αγαρόζης για κάθε εκκινητή  
ξεχωριστά, έδωσαν την ύπαρξη πολλών διαφορετικών φαινοτύπων μεταξύ των 
απομονώσεων σε όλους του εκκινητές. Μόνο στον εκκινητή F01 παρατηρήθηκε 
ξεκάθαρη ομοιομορφία στον πληθυσμό των περιοχών της Καστοριάς, καθώς είχαν τον 
ίδιο φαινότυπο. Ίδιο φαινότυπο με αυτές τις απομονώσεις από τις περιοχές της 
Καστοριάς, φάνηκε να έχουν και δύο απομονώσεις από περιοχή της Μαγνησίας, οι 
οποίες  προέρχονταν από τον ίδιο μηλεώνα και οι δύο. 
Οι Tenzer et al., (1999) σε μελέτη της γενετικής ποικιλομορφία 11 πληθυσμών 
του μύκητα Venturia inaequalis έκαναν συλλογή δειγμάτων από όλη την Ευρώπη. Τα 
αποτελέσματα, τα οποία αναλύθηκαν και στατιστικά, έδειξαν ότι υπήρχε μέτρια 
διαφοροποίηση μεταξύ των πληθυσμών στην Ευρώπη. Αυτό αποδόθηκε στη συμβολή 
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του ανθρώπου στη μεταφορά παθογόνων οργανισμών μέσω του φυτικού υλικού που 
επηρεάζει τη δυναμική των πληθυσμών. Αυτός ήταν και ο λόγος όπου οι περιοχές από 
τις οποίες  συλλέχθηκαν τα δείγματα, που βρίσκονται σε ακόμα μικρότερη χιλιομετρική 
απόσταση, παρουσίασαν διαφοροποίηση των φαινοτύπων τους σε ακόμα πιο χαμηλά 
επίπεδα. 
Σε πρόσφατη μελέτη, οι Ebrahimi  et al., (2016) πραγματοποίησαν πειράματα για 
τη μελέτη του πληθυσμού του μύκητα V. inaequalis από περιοχές του Ιράν. Μετά από 
αναλύσεις προέκυψαν ότι οι πληθυσμοί που προέρχονταν από την ίδια περιοχή 
παρουσίασαν ομοιότητα σε αρκετά υψηλό ποσοστό, ενώ μεταξύ των πληθυσμών των 
διαφόρων περιοχών της χώρας έδειξε ότι διέφεραν αρκετά μεταξύ τους. Επίσης, οι 
Koller et al., (1993) στη μελέτη 11 πληθυσμών  του μύκητα V. inaequalis που 
προέρχονται από διαφορετικές ποικιλίες μηλιάς (‘Arlet’, ‘Cox Orange’, ‘Florina’, 
‘Gala’, ‘Glockenapfel’, ‘Golden Delicious’, ‘Idared’, ‘Ingold’, ‘Ontario’, ‘Red 
Delicious’ and ‘Spartan’), βρήκαν ότι υπήρχαν μεγάλες διαφοροποιήσεις μεταξύ των 
φαινοτύπων του μύκητα.  
Καταλήγοντας, για τη γενετική ποικιλομορφία των απομονώσεων του μύκητα 
Venturia inaequalis, ώστε να βγουν πιο ολοκληρωμένα συμπεράσματα για τους 
πληθυσμούς του μύκητα στην Ελλάδα, θα ήταν προτιμότερη η μελέτη περισσότερων 
απομονώσεων, καθώς και η συλλογή δειγμάτων από περισσότερες περιοχές θα 
προσέδιδε καλύτερη εικόνα των πληθυσμών  του μύκητα στην Ελλάδα. 
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Παράρτημα Ι 
 
Πίνακας 28:  Μήκος (μm) σπορίων των 20 απομονώσεων του μύκητα. 
Απομονώσεις 
B5 B12 B16 B18 B13 KB3 KB8 KB11 KB16 KB28 KA8 KA10 PD2 PD7 PD11 PR1 PR2 TZ5 TZ19 ΤΖ25 
18,6 23 30,8 17,9 22,3 23,6 21,6 20,9 21,9 24,8 24,8 24 23,5 25 20,3 23 28,6 21,8 20,8 27,8 
19,3 21,2 29,2 19,5 25,8 25 18,5 21,7 22,1 22,3 22,8 22 20,4 21,9 20,8 19,3 19,6 27,1 20,3 24,3 
25,2 22,4 26,7 20,3 23 23,7 21,8 22,7 18,6 26,5 24,3 23,4 19,9 23,3 25 25,9 21,5 21,4 20,6 23,8 
21,9 18,8 25,4 18 24,3 23 27 23,4 22,4 21,6 22,3 24 23,3 23,6 19,9 21,8 23,4 20,9 18 20,7 
18,4 22,2 20,3 18,9 21,8 21,8 25,7 17,8 22,2 24,5 26,9 22 24 19,3 22,4 23,3 21,8 19,4 16,8 19,6 
22,4 24,2 18,8 20,1 21,2 23,5 17,1 19,1 18,9 24,9 22,1 22,6 20,6 21.3 20,8 21,1 21,4 19,5 18,9 19,7 
20,8 20,3 23,7 24,7 21 20,4 21,2 19,2 23 17,5 23,8 19,1 20,4 19,6 18,3 22,5 20,7 26,3 17,5 24,7 
18,3 19 28,3 20,3 25,8 19,9 14,7 19,4 23,1 16,9 28,4 25,6 23,8 25,2 23,6 23,8 19,5 21,8 19,4 19,6 
23,6 20,1 30,6 21,5 19,2 23,3 19,4 21,2 17,8 24,9 25,7 21,5 20,7 22,6 21,7 19,5 26,3 27,7 21,2 24,5 
21,7 20,6 28,6 21,8 23,6 21,7 25,6 22,2 19,6 20,8 22,8 19,7 19,6 23,4 17,3 20,7 21,8 21,5 22,2 20,8 
17,3 24,7 16,3 21,4 27,6 24,7 22,4 29,2 22,9 22,5 21,8 23,8 19,7 17,8 23,6 22,4 27,7 19,9 26,7 21,5 
19,9 18,4 20,3 20,7 26,1 19,6 18,9 25,2 23,6 24,1 24,4 19,8 25,1 26,1 27 20,8 21,5 22,2 25,2 23,3 
23,4 23,8 20,6 19,5 24,3 24,5 22,5 20,8 22,6 32,4 23,5 22,3 24 28,7 27,5 18,3 19,9 18,9 20,8 21,7 
38,3 37 15,7 26,3 21,1 20,8 19,8 22,5 29,7 20 27 20,4 28,4 23,3 23 23,6 23,6 23 25,8 24,7 
18 29 16,8 21,8 22,5 20,3 19,5 24,1 28,4 27 19,6 26,3 22,3 24,2 29,8 21,7 21,7 26 26,1 19,6 
21,2 23,8 18,9 27,7 23,8 21,6 24,1 32,4 24,2 21,2 23,3 26 17,4 23,9 23,5 17,3 23 25 27 24,5 
20,8 19 17,5 21,5 19,5 22,6 24,9 20 26,3 20,7 26,5 25 20,9 25,4 20,4 19,9 19,9 19,6 21,1 20,8 
20,8 19,5 23 19,9 20,7 24,8 25,3 16,9 18,1 20,1 22,3 21 22,1 25,7 28 25,6 23,4 19,8 24,1 28,4 
18,6 20,5 17,8 25,8 18,9 21,7 21,9 24,9 18,4 20,8 22,2 20,5 20,5 23,6 22,4 22,4 26,5 19,5 29 24,2 
26,3 18,1 26,1 21,3 23,8 27,7 23,9 20,8 19,4 22,3 22,7 24,8 16,9 22,7 22,2 25,4 29,3 22,4 20 26,3 
18,4 25,5 26,5 21,4 19 20,2 20,6 22,5 24,3 17,4 25,5 22,4 24,9 22,1 21,2 24 24,2 21,9 16,9 18,1 
20 17,9 20,2 20,9 19,5 22,3 19,9 24,1 18,8 20,9 23,8 17,3 20,8 23,5 20,7 28,4 26,3 25,7 24,9 18,4 
30,1 18,2 20,4 24 20,5 27,4 20,8 32,4 24,3 22,1 25 30 22,5 17,3 20,1 17,1 18,1 22 20,8 19,4 
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17,6 27,5 25,8 24,9 18,1 20,7 20,9 20 19,9 24,2 18,9 20,4 24,1 20,7 22,4 22,5 27 23,8 22,3 20,9 
22 18,5 20,6 24,7 25,5 21,9 20 27 21,5 17,6 21,7 24 32,4 19,6 20,6 24,1 19,4 19 27,8 22,1 
18,2 16,8 20,4 19,7 17,9 25,7 26,3 21,2 21,7 20,7 22,2 20,7 20 19,7 20,4 23 24,3 19,5 20,5 20,5 
22,9 22,1 23,8 18,7 18,2 22 23,6 20,7 24,5 17,7 22,4 25,7 27 25,1 23,8 20 18,8 20,5 24,8 16,9 
22,1 22,6 20,7 21,2 26 23,7 17,8 20,1 20,5 21 24,3 23 21,2 24 20,7 24,6 24,3 18,1 22,4 24,9 
25,4 22 19,6 23,3 20,7 24,1 25,4 20,8 19,8 17,9 19,9 21,3 20,7 26,5 19,6 21,2 19,9 25,5 18,1 20,8 
21,4 25,6 19,7 21,9 19,6 22,8 22,9 22,3 20,3 19,1 20,6 22,1 20,1 17,1 21,4 20,7 21,5 17,9 29 22,5 
34 20,1 25,1 20,7 19,7 24 22,7 24,2 27,1 18,7 20,4 23,5 20,8 23,6 25,1 20,1 21,7 18,2 23,8 17,3 
26 34 24 23,1 26,3 21,2 22,4 26,3 20,4 21 23,8 19,3 22,3 18,6 24 20,8 24,5 27,5 26,8 30 
20,4 27,4 28,4 22,3 24 25,3 17,6 18,1 23,4 21,9 20,7 19,6 23,8 16,8 28,4 22,3 20,5 26,4 26,4 20,4 
21,9 18,9 17,1 21,6 25,6 22,1 20,1 18,4 18,5 19,5 19,6 18,9 19 22,1 28 25,6 19,8 22,2 21,7 24 
28,1 21 23,6 20,3 20,7 18,8 24,5 19,4 20,9 19,7 19,7 20,3 19,5 22,6 26,3 18,1 20,3 20,3 22,2 20,7 
21,2 26,6 18,6 25,1 19,6 23 27,7 24,3 24,1 23 22,3 26,8 20,5 22 20,3 25 23 20,6 22,4 25,7 
25,6 20,6 24,5 21,7 19,7 21,2 20,7 18,8 24,6 23,3 24 18,9 18,1 25,6 20,6 18,3 26,8 26,4 20,8 23,5 
18,1 27,5 21,8 23,8 25,1 21,3 21,8 24,3 19,6 25,1 19,7 21,6 25,5 20,1 19 22,6 18 17 22,5 17,3 
31 19,6 24 18,8 24,9 20,7 22,6 19,9 17,1 22,9 20,7 25 17,9 34 18,3 22,1 21,2 18,9 24,1 20,7 
18,3 23 20,7 26,3 25,3 23,3 21,6 21,5 20,9 22,3 19,6 19 18,2 27,4 18,9 23,5 20,8 19,6 26,3 19,6 
22,6 20,3 18,6 23,5 19 24,5 22,2 21,7 23,9 23,7 19,7 24 27,5 18,9 26,8 20,8 20,8 26 20 19,7 
22,3 18,9 16,4 21,4 23,6 20,7 23,6 24,5 20,5 20,6 25,1 27,8 38,3 21 25,5 24 18,6 26,7 25,3 25,1 
26,1 17,5 19,2 27,1 18,6 22,1 20,9 20,5 26,1 24,5 24,5 26 18 25,5 19,9 27,8 21,6 26,4 18,1 27,5 
27,8 24 24,6 23,9 25,6 19,8 27,3 19,8 18,9 25,1 28,4 23,3 21,2 25,1 18,2 22,1 21,9 21,2 21 19,6 
25,4 24,7 25 24,2 18,1 24,4 20,1 20,3 18,6 20,6 17,8 24,2 20,8 18,1 27,5 25,1 22,9 22,1 18,3 23 
21,7 21 19,9 22,8 21 24,7 22,4 27,1 22,7 22,8 23,6 22,8 20,8 31 20,5 19,8 20,5 25,8 22,6 20,3 
20,6 23 23,7 26 18,3 22 21,2 29,2 24,6 18,4 18,6 20,9 18,6 18,3 19,4 21 24,5 19,2 22,3 18,9 
21 20,5 20,8 21,9 22,6 21 23,9 20,1 19,7 19,3 20,7 21 26,3 22,6 23,9 17,5 20,7 23,6 18,1 23,4 
19,7 18,9 22,4 22,9 24,2 20,2 20,5 23,9 25,8 24,1 23,3 23,3 17,9 17,5 24,3 22,6 20,9 22,8 18,4 18,5 
18 21,7 19,7 23,8 24,5 20,5 26,6 22,7 20,3 20,5 20,9 23 29,2 18,6 22,2 21,6 24,6 25 19,4 20,9 
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Πίνακας 29: Πλάτος (μm) σπορίων των 20 απομονώσεων του μύκητα. 
Απομονώσεις 
B5 B12 B16 B18 B13 KB3 KB8 KB11 KB16 KB28 KA8 KA10 PD2 PD7 PD11 PR1 PR2 TZ5 TZ19 ΤΖ25 
7,3 8,6 9 8,7 7,6 7,9 8,3 6,9 7,6 8 6,3 7 6,3 8,6 9 10,7 10 8,6 7 8,2 
7,9 10,1 6,3 8,2 9,2 9 9 7 8,6 9 10,5 7,5 8,1 9,2 9,6 8 8,5 10,1 7,5 10 
9 7,6 7,3 9,6 9,9 9,2 6,3 7,3 10,1 9,2 9,6 9,6 7 6,9 10,3 10,4 9,8 7,6 8 7,6 
9,2 6,3 7,9 9,1 9,7 10,5 7,3 9,6 7,6 7,3 8,9 9,3 7,5 6,4 6,4 10,5 8,1 9,2 9 7,9 
10 10,5 8,6 7 9,5 9,6 7,9 10,3 6,3 7,9 6,9 6,6 8 8,2 8,2 9,6 7 6,9 7,3 9,4 
9,6 9,6 7 7,5 10,4 8,5 7,5 6,4 10,5 9,9 7 8,6 9 8,7 8 10,3 7,5 6,4 10,5 8,4 
9,1 8,9 7,5 8 9 7 8 8,2 9,6 7,1 7,3 10,1 6,3 10 6,3 9 8 8,2 9,6 10,3 
9,2 9,6 7,3 9 9,5 10 9 8,7 10,3 7,6 9,6 7,6 7,3 9,6 7,3 8,6 9 8,7 8,9 9 
6,9 8,5 9,6 8 7,3 9,6 6,3 10 7 8,4 10,3 6,3 7,9 9,1 7,9 10,1 6,3 10 6,9 7 
10,7 9,8 9 10 7,9 8,1 8,1 9,2 8,6 7,3 11 7,3 9 6,8 9 7,6 7,3 9,6 7 7,5 
9,5 7,9 7,5 6,4 7,9 8 7 6,9 10,1 7,1 8,6 7,9 9,2 7 9,2 6,3 7,9 9,1 7,3 8 
10,4 8,3 8 8,2 8,3 10,3 7,5 6,4 7,6 10 8 8,2 9,6 7 9,8 7,3 9 6,8 9,6 9 
10,5 9 9 8,7 9 11 8 8,2 9,8 9,5 9 8,7 8,5 7,3 7,9 7,9 9,2 7 10,3 10,4 
9,6 6,3 6,3 10 6,3 8,6 9 8,7 7,9 9,1 6,3 10 9,8 9,6 6,9 7 8,6 7,5 8 8,5 
7,9 9 11 8 8,2 10,1 6,3 10 6,9 8,6 7,3 9,6 7,9 9,1 9,6 7,5 10,1 7,9 8,6 9,8 
6,9 6,3 8,6 9 8,7 7,6 7,3 9,6 9,6 7 9,6 7 6,9 9,2 8,9 8 7,6 8,3 10,5 7,9 
7 7,3 10,1 6,3 10 6,3 7,9 9,1 8,9 7,5 8,8 7,5 6,4 10,5 6,9 9 7,2 9 9,6 8 
7,3 7,9 7,6 7,3 9,6 7,3 9 6,8 6,9 8 7,9 8 8,2 9,6 7 8,8 7,7 9,2 10,3 8,4 
9,6 7 6,9 7,1 8 7,9 9,2 7 7 9 8,6 9 8,7 8,5 7,1 6,9 9,9 8,6 7,3 9,2 
10,3 7,5 6,4 8,3 8,1 8,6 7,2 9,8 7,3 8 10,1 6,3 10 9,8 9,6 7,7 8,6 7,2 8,6 9,7 
9 8 8,2 9,8 7,5 8 7,6 8 9,6 10,3 7,6 7,3 9,6 7,9 10,3 10,5 8,6 7,2 9,8 8,6 
8,6 9 8,7 7,9 8 7,6 8,3 7,9 10,3 8,9 6,3 7,9 9,1 8,3 8,1 9,6 8 7,6 8 8,3 
10,1 6,3 9,6 6,9 9 7,2 9 9 9 7,3 7,3 9 6,8 9 8,6 10,3 7,5 6,3 8,9 10,4 
7,6 7,3 9,6 6,3 8,8 7,7 9,2 9,2 8,6 7,9 7,9 9,2 7 6,3 8,3 7 7,3 7,3 6,9 10,5 
6,3 7,9 9,1 7,3 10 9,9 8,6 7,3 7,3 9 10,1 9,1 10 8,6 10,4 8,6 9,6 7,9 7 9,6 
7,3 9 6,8 7,9 7,7 8,6 7,2 9,6 9,6 9,2 7,6 11 8,5 10,1 10,5 10,1 10,3 9 7,3 8,5 
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7 9,2 7 9 7,4 8 7,6 8 6,3 9,1 7,2 10,4 9,8 7,6 9,6 7,6 6,4 8 9,6 9,8 
7,9 9,3 7 9,2 7,4 9 7,2 8,2 6,4 7,9 7 10,5 8,1 9,2 8,5 9,5 8,2 9,2 6,8 8,7 
7,5 10,1 7,9 10,2 8,6 7 8,6 10,5 8,2 9,2 7,5 9,6 7 6,9 7,7 9,6 7 6,9 7,5 8,3 
6,9 6,3 10 9,6 8 8,5 10,1 9,6 7 10 8 9,1 7,3 9,8 7,9 8,2 7,5 6,4 8,6 9 
7,6 7,3 9,2 8,5 9,9 9,8 7,6 10,3 7,5 10,1 9 6,8 7,9 7,9 8,3 7,2 8 8,2 7,5 8,9 
6,3 7,9 9,1 9,8 10,5 8,1 9,2 11 8 8,2 6,3 7,5 10,1 6,9 9 8,6 9 8,7 8 9,7 
7,3 9 10 7,9 9,6 7 6,9 8,6 9 8,7 10,4 8 7,6 8,3 6,3 10,1 6,3 10 9 7,5 
7,5 7,5 8,5 8,3 8,5 6,9 9,8 10,1 6,3 10 10,1 9 7,2 9 7 7,6 7,3 9,6 6,3 9,2 
8 8 9,8 8,3 9,8 7,7 8,6 7,2 10,4 9,6 7,6 8,8 7,7 8 7,5 6,3 7,9 9,1 7,3 9 
9 9 7 8,3 7,7 8,3 9 6,3 7,9 9,1 6,3 7 9,9 8,6 8 7,3 9 6,8 8,6 8 
8 8,9 7,3 9,2 8,7 10 8,6 7,3 9 6,8 7,3 7,7 8,6 7,2 9 7,9 9,2 7 7,3 10,4 
6,9 6,9 9 8,6 9 8,5 10,5 7,9 9,2 7 7,9 10,1 6,9 7 6,3 7,2 10,4 7,9 7,9 9,2 
6,9 7,7 8,6 7,2 10,4 9,8 9,6 10,5 8,5 10,1 7,9 9,6 10,5 8 10,4 8 7,6 8,3 9,6 10,4 
9,2 7,9 9,2 6,9 7,7 8,1 8,5 9,6 9,8 8 7,5 8,5 9,6 9 7,2 9 7,2 9 9,2 9 
9,5 7,5 8 7,2 9,6 7 9,8 9,2 7,9 9,8 9,6 9,8 8,9 6,9 7,7 8,8 7,7 9,2 6,9 9,9 
10,4 10,1 6,3 10,5 8,5 6,9 7,9 7,5 8,3 9,8 8,5 7,9 6,9 7,3 9,9 6,9 8 8,2 8,6 10,5 
10 7,6 7,3 9,4 10 7,6 8,3 8 8,3 8,7 9,8 8,3 7 7,9 8,6 7,7 9 8,7 9,2 9,6 
9,6 7 7,9 8,5 7,9 7,2 9,8 9 9 9,3 7,9 8 7,3 9 6,9 8 6,3 10 6,9 8,6 
8 7,3 9 6,8 7,6 8 7,6 8,8 9,2 9,2 8,3 7,9 9,6 9,1 10,5 8,5 7,3 9,6 8,6 8,2 
7,8 8 7 7,9 10,1 9 7,2 6,9 8 10,4 8,3 8,8 9,6 8,5 10,4 10 7,9 9,1 8,9 8,9 
7,4 9,3 7,6 8 9 9,2 9,2 7,7 8,6 7,2 9 7,5 11 9,8 10,5 8,1 9,2 7,3 8,8 8,6 
6,8 8,8 7,2 9 9,2 7 10,5 8,6 10,5 8,1 9,2 7,8 8,6 7,4 9,6 7 6,9 9,6 6,9 7,9 
6 7 8 7,2 8 7 9,6 7 9,6 7,9 6,9 9,2 8,8 7,7 9,2 7,7 8,6 7,2 7,7 10,6 
7 10 7,2 6,8 6,8 7,2 8,9 7,5 10,3 8,6 6,4 9 7,6 8 8,6 7,3 8,9 8 10 9,8 
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